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Be schreibunpc 
zu der Patentanmeldung 

MILES LABORATORIES, INC. 
Elkhart, Indiana 46514, USA 

bet ref rend: 

i ' . ? 

" Heterogenes spezifisches Bindungs- 
verfahren zur Bestimmung eines Llganden 
in einem fliissigen Medium 

Die Erfindung betrifft ein heterogenes spezifisches 
Bindungs-Bestimmungsverfahren, beidem eine Substanz mit 
Reaktionsfahigkeit angewandt wird, d.h. ein Reagens als 
Harkierungssubstanz zum Nachweis eines Liganden in 
einem fliissigen Medium, Das Verfahren wird durchge- 
fiihrt mit Hilfe oines Renkttons-^af^ls markierten 
Bestandteil ein Konjugat umfaiit, das gebildet worden 
ist aus einer spezifisch bindenden Substanz, die an 
das Reagens gebunden ist. Das Reagens ist giinstiger- 
weise ein enzymatisches Reagens, wie ein Enzymsub$;fcrat 
oder Coenzym. Die Aktivitat des konjugierten Heagg4^al';.,>t- 
als Bestandteil eines vorher bestimmten Reaktio^i^st^s 
wird angewandt als Mittel zur Uberwachiung bzw. zum Nach- 
weis des AusmaiJes der Bindung des markierten Be stand- 
teils in ublichen heterogenen spezifischen Bindunge- 
Bestimmungsverfahren. Das Vorliegen eines Liganden in 
einem fliissigen Medium kann bestimmt werden nach ublichen 
Konkurrenz-Bindungs verfahren. Nach der erforderlichen 




6 69845/1072 



- 2 - 



2618419 



Trennung der gebundenen von der freien Phase, di 
bei dem spezifischen Bindungs-Reaktionssystem auf- 
treten, wird das Ausmali der Bindung des markierten 
Bestandteils bestimmt, indem man eine der Phasen mit 
den erf order lichen Substanzen zusammenbringt , um ' : J.y : - 
das vorher bestimmte Nachweisreaktionssystem zu bilden, ^ , 
bei dem die Markierungssubstanz aktiv ist und die-'^ 
Reaktionsfahlgkeit darin bestimmt. 



Die Erfinduns betrifft Verfahren und Mittel zur Be^Og^^^ 
stimmung des Vorhandenseins von Liganden in einem fttB&Tifg^:'; 
gen Medium auf der Grundlage der Affinitat desv I^aaaeg;^^^ 
zu einem spezifisch bindenden Partner dazu. Besonderr l^»0^ : 
betrifft die Erfindung Verfahren und Mittel zur An- \+^fi*?£^ 
wendung bei spezifischen Bindungsbestimmungen, bei "/ 
denen keine radioaktiven Substanzen Oder modif izierten^-^: ; ;^ 
Enzyme als Markierungssubstanz angewandt werden. '-^ :;,y 

Der Bedarf an einem bequemen zuverlassigen und nicht 
gefahrlichen Mittel zur Bestimmung des Vorhandenseins ; 
geringer Konzentrationen von Substanzen in Flussigkeiten, - 
ist selbstverstandlich. Das ist besonders der Pall auf ^-- v 
dem Gebiet der klinischen Chemie, wo Bestandteiie vonr-V 
Korperfliissigkeiten, die in so geringen Konzentrationen, . 
wie 10 -11 molar pathologische Bedeutung ^esitzen]^|^^<- . 
Die Schwierigkeit, derartig ^Ti^e^nze^^^^^^^-v^ 
weisen, tritt besonders auf auf dem ^^^^^^r^l f; 
Chemie, wo die ProbengroBe ublicherweise sehr ^e^^-^- - 
gr en z t i s t . " -; .• :. ; ' ■ 

Klassisch werden Substanzen in Flussigkeiten nachge- 
wiesen aufgrund eines Reaktionsschemas, bei dem die nachzu- 
weisende Substanz ein notwendiges Reagens ist. Das Vor- 
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handensein der unbekannten Substanz wird angezeigt 
durch das Auf treten eines Reaktionsproduktes Oder 
das Verschwinden eines bekannten Reagenses. In einigen 
Fallen kann ein solches Bestimmungsverfahren quanta.—-, 
tativ sein aufgrund der Messung von entweder der Ge- 



schwindigkeit , mit der das Produkt auf tritt; Oder. 
das Reagens verschwindet oder durch Messung (Ler:- 
samtmenge an entstandenem Produkt oder verbraiicht^iiiif®! 
Reagens bei Erreichung des Gleichgewichts. Jedea>B^j|^ 
stimmungs-Reaktionssystem ist notwendigerweise-:^^j0d^^ 
auf die Anwendung zum Nachweis nur einer Jd,eiJie^S^^^^ 
von Substanzen beschrankt oder es ist nicht ..sp^ii^i^^^ 

Die Suche nach Bestimmungsverfahren, die hochspezif isch: 
aber auf den Nachweis eines weiten Bereiches , vott^vf^^:M 
Substanzen anwendbar sind, hat zu den radioi^unologi^^f^lj; 
schen Bestimmungsverfahren gefiihrt. Bei diesem Systek \:-\^$ 
laBt man eine bekannte Menge einer radioaktiv mafkierten =. 
Form der nachzuweisenden Substanz mit der unbeka^ten :; :< 
Substanz bzw. unbekannten Menge der Substanz xim ie£^'^:r,.:r-, 
begrenzte Menge von Antikorper, der zu ^er/nachzuwei^ 
senden Substanz spezifisch ist,. in Konkurrenz/yjt^ 
Die Tlenge an markierter Form, die an den Antikorpe;c\ «er 
bunden wird,andert sich umgekehrt mit der. Menge aii: .de.if 
nachzuweisenden Substanz. Bei radioinmunolpgiS^ 
stimmungsverf ahren ist es unumga^lichi 
markierte Form der nachzuweisenden. Siibs^ 
den Antikorper gebunden ist - die gebundenie 'ra&s^vbn 
dem nicht gebundenen Teil-der freien Phase- ziu ^^men..^ 
Wahrend verschiedene V/ege entwickelt worden sind, (liese 
erforderliche Trennung zu erreichen (US-PS 3 505 019, 
3 555 143, 3 646 34-6, 3 720 760 und 3 793 445) ist bei 
alien ein getrennter Schritt, wie Filtrieren, Zentri- 
fugieren, Waschen oder Abziehen des flussigen Anteils aus 
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der gebundenen von der freien Phase sicherzustellen. 
Eine solche Trennung wird haufig erreicht durch Bildung 
eines Systems,umfassend einen unloslichen Anteil, ent- 
haltend die gebundene Phase, und einen fliissigen Anteil, 
enthaltend die freie Phase, so daB die Mange an radio- 
aktiv markierter Substanz in jedem Anteil eine iMnktion 
des Ausmalies der Bindung der markierten Substanz 1st 
und damit eine ITunktion der in der zu untersuchenden , ; . f V 
Probe vorhandenen Menge an Liganden. Der Ausdruck "hetero- 
gen" , wie er allgemein in der wissenschaf tlichen Litera- 
tur verwendet wird und hier angewandt wird, bezeichnet die- 
jenigen spezifischen Bindungsbestinmungen, bei denen , 
eine Trennung der gebundenen von der freien Phase-: duxchr; - 
gefuhrt wird. Eine solche Trennung ist erforderlich, . , ?: 
urn eine spezifische Bindungsbestimmung durchzufiihren, , ^ 
bei der die markierte Substanz in der gebundenen Phase 
nicht unterscheidbar ist von derjenigen in der freien. 
Phase. 

Auf grund der gef ahrlichen und schwierigen Handhabung • 
von radioaktiven Substanzen sind zahlreiche Versuche 
unternommen worden, bequeme spezifische Bindungs^Be- 
stimmungssysteme zu entwickeln, die ebenso empfxndlxch 
und schnell sind wie radioimmunologische Bestimmungen, 
aber die andere Eigenschaf ten als die Hadioaktivitat 
als Mittel zum Nachweis bzw. zur Uberwachung der^Bin- ^ 
dungsreaktion anwenden. Wie spater naher ,diskujg^^. 
wird, uafassen Substanzen, die als^rkierungs^|^|^ 
anstelle von radioaktiven Atomen oder Molekulejgnge- , 
wandt worden sind, verschiedene Substanzen, wiegpyme, 
Fluoreszens-Molekule und Bacteriophages . v f ; : ; 



Beispiele fur Verfahrfcn, bei denen ein Enzym als. Markie- 
rungssubstanz verwendet wird, sind beschrieben in den 
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US-PS 3 654 090, 3 791 932, 3 839 153, 3 850 752 und 
3 879 262 und in Journal of Immunological Methods 1, 
247 (1972) und in Journal of Immunology 109, 129 (1972). 
Bei jedem dieser beschriebenen Verfahren wird ein Enzyni 
chemisch entweder an dm nachzuweisenden Liganden oder 
einen Bindungspartner davon gekuppelt und dadurch' : \Sxn;'. ! !: 
entsprechendes heterogenes spezifisches Blndioigs-Reaktlo^-; 
schema gebildet, wodurch nach der Inlmbatibn mit exner' *" 
Probe die Menge an Enzymaktivitat, die entweder mit'. dem' 
unloslichen Teil oder mit dem fliissigen Teil vfcrbun-' 1 
dep. ist, eine Funktion ist der Ligandenmenge in 
der Probe. Die mit der Synthese und CharakterisieiriMg vori 
Enzymkongugaten verbundenen Probleme sind ernste ; " i 4 ^ 
Nachteile dieser Verfahren. 



Interessant ist das in der US-PS 3 817 B37 be- : - /; 
schriebene immunologische Bestimmungsverfahren, bei 
dem mit Enzym markierte Substanzen angewandt werden. 
Bei diesem Verfahren wird kein zweiteiliges (partitioned) 
(d.h. unloslicher Teil/flussiger Teil) spezifisches 
Bindungsreaktionssystem angewandt und dadurch das 
Trennungsverfahren vermieden, da der mit Enzym markierte 
Ligand so ausgewahlt ist, daii er nach Umsetzung mit 
dem bindenden Partner des Liganden die Enzymaktivitat 



hemmt. Dadurch kann 



das Verhaltnis von gebxmdf&er 
markierter Substanz zu derjenigen in freier '•'Jfo^^ptiamt- 
werden, indem man die Inderungen der Enzymaktivitat- ' 
nachweist. Bei diesem Verfahren tritt jedoch trotzdem 
die Schwierigkeit auf, gut charakterisierte enzym-: 
markierte Konjugate herzustellen und Enzyme zu finden, 
die fvir dieses System geeignet sind. 

In den GB-PS 1 392 403 und FH-PS 2 201 299 sind spezi- 
fische Bindungsbestimmungen beschrieben, bei denen eine 
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nicht-aktive Vorstufe einer spektropaotometrisch aktiven 
Substanz als Markierungssubstanz angewandt wird. Nach . 
Inkubation der Probe mit dem spezifischen Bindungs- 
reaktionssystem werden der unlosliche und f liissige JCf Q-tg..., 
voneinander getrennt und die in dem fliissigen Tei^^Vpr^^^^g 
handene Menge der Markierungssubstanz, die eine FwaS^Magm^^ 
der nachzuweisenden Ligandenmenge in der Probe isi^bft^g ^ 5 
stimmt durch Durchfuhrung von Eeaktionsstuf en*- : d ^:(#^^ ^ 
die inaktive Markierungssubstanz in eihefchr^i^wiSj^y^^^M, 
fluorametrisch aktive Substanz umwandelnv^^e;^ntt|aft^^^^^ 
iibliche Weise gemessen wird- ■'■ • 




Andere spezifische Bindungs-BestimmungsyerXabxen^ 
denen unterschiedliche Arten von MarkieruriBssubst;an^|^ 
angewandt werden, sind in der US-PS 3 850 578, besch^^e^^^ 
bei der die Jilektronen-spin .-Besonanz als Markierung; >}f£ ^ ? . 
angewandt wird. In der US-PS 3 901 65^ wird die- Anw«^v v ,v| 
von fluoreszensausloschenden und verstarkenden Sub^..;^^ , 
stanzen zur Markierung beschrieben. In dem Report .. , 
Nr. PB»224-875 des National Technical Information Service 
(NTI3) des United States Department of Commerce (1973) 
ist ein erfolgloser Versuch beschrieben, HaminchloirLd , 
als Markierungssubstanz in einem heterogenen Bestijnmunge- 
system anzuwenden, das durch Chemilumineszens uber- 
wacht wird. In Nature 219, 186 (1968) sind sehri^ . , 
Detail bestimmte radioimmunologieche :^fftimB^^^^^^^;^j_ 
f ahren beschrieben und sehr allgeaein die?; ^Jgy^^t^ ^ 
Coenzyme und Viren anstelle von Badioisotppenl /aj^^i y' ::,, v vjr\' 
Markierungssubstanzen zu verwenden, er^b^t, -Es . yi : 
ist jedoch nichts dariiber ausgesagt, wie ein Bes^Sjnmungs- 
verfahren mit Hilfe dieser alternativen Markierungs- 
substanzen durchgefiihrt werden kann oder dariiber, ob 
ein derartiges Verf ahren tatsachlich durchfUhrbar .ist; Feraer 
wird auf- Principles of Competitive Protein-Bindung Assays, 
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Herausg. Odell und Daughaday (J.B. Lippincott Co., 
Philadelphia, 1972) verwiesen, wo die verschiedenen be- 
kannten Best immungs schemata ausfiihrlich diskutiert. - 
werden und einige unterschiedliche Substanzen und - 
Eigenschaften, die zur Marki^rung von spezifischen . : $i^4P^& 
dung sbe stimmungen angewandt werden. /' iifki^k^^i^^^ 

Obwohl viele neue Arten von spezifischen Bindxingsb^^^^^^S^ 
stimmungen beschrieben und untersucht worden sind; ibleibleij£?^' 
die radioimmunologischen Be stimmungen und die^yersitf^ 
denen immunologischen Bestimmungen mit Hilf e : enzym- ':^'^J£i0^ 
markierter Substanzen, die am weitesten ange*randten~und^4 ^% 
verbesserten. Beide Systeme besitzen jedoch ^ offeiisiclitr-^^^^^ 
liche Nachteile und zwar die radioimmunologischen Be- . -.; 
stimmungen durch die Anwendung von radioaktiven Substan- y^iy 
zen, die gefahrlich sind und eine vorsichtige Hand- . 
habung erf ordern und die mit Enzym markierten inmmnologi- *i< 
schen Bestimmungen durch die Schwierigkeit, geeignetey ' ^yT;. 
enzymmarkierte Konjugate herzustellen. ' - ' 

Es ist daher Aufgabe der vorliegenden iirfindung ein . 
neues Verfahren und Mittel zum Nachweis eines Liganden 
in einer Fliissigkeit zu entwickeln, bei dem keine > : y- . 
unbequemen radioaktiven Substanzen odor modif izierten 
Enzyme als Markierungssubstanz angewandt werden. Ifes „; \ 
heterogene spezif ische Bindungsbestimim^ >J ..; 

die dafur verwendeten Mittel sollen ^vieiiRSi'^^ 
anwendbar sein und bequemer als die behamtjOT 
eine Markierungssubstanz verwendet werden, ^di^.;^ "I 
Liganden oder einem spezifischen Bindungspartaiei^dfiLVon 
leichter gekuppelt werden kann als ein Enzym und ileichter 
nachgewiesen werden kann mit Hilfe einer Vielzahl 
empfindlicher Nachweis- bzw. Uberwachungsreaktionssysteme 
als ein , Enzym. 
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Die Erfindung betrifft ein sehr bequemes vielseitig 
anwendbares und empf indliches heterogenes spezifisches 
Bindungsbestimmungsverfahren und Mittel zu dessen 
Durchf uhrung , bei denen als Markierungssubstanz eine 
Substanz angewandt wird, die' als Bestandteil einesr'jirorher 
bestimmten Reaktionssystems reaktionsfahig isfr u&cL im ^ 
folgenden als Reagens bezeichnet wird. pie fe3rfinda^sgemaB 
angewandte Harkierungssubstanz" Tr ann n a n h ' ^ rgfrtfd ^frl^gpi ^ u 
der iiblichen heterogenen spe zifischeri^'BIna^ 
bestimmungsschemata angewandt werden; T Ble 
wedeq: in gebundener oder freier ForrnvvbHi^e^^^ *: 
Reagenses wird bestimmt, indem man eine : der 
mindestens einem Reagens zusanunenbrin^,: das^^ 
ersten Reagens, das vorher bestimmte Reaktidns^s%OT v ^ ^ 




US 



bildet, das als Mittel zum Nachweis der spezif ischen Bin- 
dungsreaktion dient. Quantitative Bestijnmungeri konnen^^u?ch-^i^ 
gefuhrt werden, indem man die Reaktionsfahigkeit , diet in 
einer Phase gemessen wird, mit derjenigen vergldlcfi^v die 
bei dem gleichen Bestimmungsverfahren bei eijiem flussigen 
Medium erhalten wird, das bekannte Mengen des zu bestim- 
menden Liganden enthalt. 

Das erfindungsgemaBe Verf ahren umf afit allgetoeik "die: v 
folgenden Stufen: ' : ^& r > ; " 
(a) Zusammenbringen des flussigen, zu untersucheiide^ * 
Mediums mit Reagentien, umfassend einen lnar^ 
standteil , bestehend aus einem Konjugat eines ;3lea£enses 
- wie oben beschrieben - als MarkielxiuQ^ 
einer Bindungskomponente, das mit dent zu bestimienden 
Liganden ein Bindungsreaktionssystem bildet u^d 'au einer 
gebundenen Phase und zu einer freien Phase des- mairkierten 
Bestandteils fiihrt, wobei die Menge der Markierungs sub- 
stanz in der entstehenden gebundenen Phase eine Punktion 
ist der Menge des in der zu unfcersuchenden Fliissigkeit yor- 




\ 
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handenen Liganden ; 

(b) Trennung der gebundenen von der freien Phase und 

(c) Bestimmung der Menge des Eeagenses in der gebundenen 
oder freien Phase und dadurch der Menge des in dem 

zu untersuchenden Medium vorhandenen Liganden aurch Be-.- 
stimmung der fieaktionsfahigkeit. . Wie spater naher diskur~; % ^ 
tiert wird, kann das Bindungspeaktionssystem;;^t^r«<^^^fe;^ 
irgend einem der bekannten ublichen Verf ahreai auagebiXdet ^ 
sein, wie sie fiir radioimmimologische BestiinmUa^ 
systeme und fur heterogene enzymimmunologische^ 
systeme angewandt v/erden. . -hit 



■1 j.**' 1 ^ 



Das Nachweisreaktionssystem ist vorzugsweise ena^^v •■■^SS^S" 
katalysiert. tiblicherweise wird ein NachweisreaktionB- W iiSSSr! 
system ausgewahlt, das boch empfindlich ist f Ur^das'itv- . 
Reagens in dem Konjugat, Lumineszens- oder nuoreszens^te 
Eeaktionssysteme sind in diesem Zusammenhang .^aeli^^jB©^.' ' • " " 

eignet. Besonders bevorzugt sind cyclische Reaktipns- 
systeme, besonders solche, bei denen das Beagens^das 
cyclisierte Material ist, Bei den bevorzugten cyciischen 
Reaktionssystemen sind die enzymkatalysierten besonders 
giinstig. Das Reagens in dem Konjugat ist ubXichegcweiae 
ein enzymatisches Reagens, wie ein Enzymsubstrat, oder - 
vorzugsweise ein Coenzym und besitzt vorzugsweiae 'ein : v * 
Molekulargewicht von weniger als .9 .000 ♦ . r/^M^^r . 

In der vorliegenden Beschreibung wenien die ^l^^eh 
Ausdriicke entsprechend den angegebenen Xtef initionen • 
angewandt: ligand ist die Substanz oder Gruppe vq£ Sub- 
stanzen, deren Vorhandensein oder Meage In eijiem flilseigen 
Medium bestimmt werden soil; spezifisch bindeoder Partner 
zu dem Liganden ist irgehd eine Substanz oder Gruppe von 
Substanzen, die eine spezifische Bindungsaffinitat 
fiir den Liganden unter AusschluB anderer Substanzen besitzt 
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und spezifisch bindendes Analoges des Liganden ist 
irgend eine Substanz oder Gruppe von Substanzen, die 
sich in Beziehung auf die Bindungsaktivitat zu dem 
suezifisch bindenden Partner zu dem Liganden im wes ntlich n 
genauso verhalt wie der Ligand. ■„"-'>£ii&',/K''-<;'i 

Das spezifisch bindende Reagens kann irgend ei^e 
schiedener Fonaen a 

sol che s Mittel drei ji'iuhubs""" ^^'^T'Z'Z^^W^J^M^^^T^ 
(1) den nachzuweisenden Liganden, (2) einen : -6^egi^g|^^^ 
bindenden Partner des Liganden iind. (3)- : *^*«^*B*«*« 




Bestandteil der Ublicherweise die markiertB|FQrW|j^^^^^ 
(a) dem Liganden, (b) einem spezifisch bindwA-fW^^^^^^^ 
des Liganden oder (c) dem spezifischen Bindungs>a^^e^^|g 
Die Bestandteile der Bindungsreaktion werden eie^^fc^glli 
oder in einzelnen Stufen zusammengegeben und innerbill) ^ 
einer geeigneten Inkubationszeit oder -zeiten wird der 
markierte Bestandteil an seinen entsprechendea konk^rriepen- 
den Bindungspartner gebunden, so dafi das AusmaB der ' : • 
Bindung, d.h. das Vernal tnis der Menge an mar&iertem ' 
Bestandteil, die an den Bindungspartner gebunden ist, 
zu der ungebundenen Menge eine Punktion der Menge des 
vorhandenen Liganden ist. Spater sind einige uaterscfaied- . 
liche Bindungsreakt ions schemata angegeben, die. zur Purofc- 
fuhrung des erf indungsgemaBen Verfahrens angewandt wer- 
den konnen. 4 : - 



VTahrend bei den iiblichen heterqgenen tyttyw^^B^i 
bestimmungsverfahren, wie den radiQim^oito^^^j^^^^ 
stimmungen und heterogenen Enzyme^verwendeaden iwm^logi- 
schen Bestimmungsverfahren die Markierungseigeneeh&ttei!. 
in dem markierten Konjugat, wie die Radioaktivittlt oder 
enzymatische Aktivitat im wesentlichen gleich sind fiir die 
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gebundenen und freien Foremen des Konjugats wird erfindungs- 
gemalS die Aktivitat des Reagenses als Markierungssubstanz * 
beeinflulit durch die Bindung des markierten Konjugats. 
In einer solchen Situation zeigt die Nachweisreaktion 
einen verhaltnisinaflig konstanten Charakter, wenn der 
Ligand in dem fliissigen Medium nicht vorhanden oder in 
einer unbedeutend kleinen Menge vorhanden is t. Wenn der- : 
Ligand in dem fliissigen Medium vorhanden ist, wird -"_,7V; 
ein Charakteristikum Oder eine Eigenschaf t der Nachweis^^? 
reaktion verandert, Allgemein ist die Aktivitat -des . kbn^Ur- 
gierten Reagenses das Ausmali oder die Geschwindi^ext, ^ 
mit der das Reagens imstande ist, an der Hachwei^re^tioiij 
teilzunehmen. bo wird der Charakter der Nachweisreaktion C 
verandert durch das Vorhandensein des Liganden in dem v 
fliissigen Medium, iiblicherweise entweder in Beziehung auf 
die Gesamtreaktionsgeschwindigkeit oder die Menge 'an 
einem oder mehreren Reaktionsprodukten, die im Gleichge- 
wichtszustand vorhanden sind. Oblicherweise wird in einem 
solchen Falle die Fahigkeit des konjugierten Reagenses, 
an der Nachweisreaktion teilzunehmen, durch Reaktion 
zwischen der spezifisch bindenden Substanz ,mit. der es 
konjugiert ist /f und einem spezifisch bindenden Partner 
einer solchen spezifisch bindenden Substanz verrihgert, 
d.h. das Konjugat ist in freier Form reaktionsfahiger 
in der Nachweisreaktion als in gebundener Form, ^ ; 



*in bestimmten Fallen 



.. .. 

7," 

- " S. J <~ '* - - * 
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In den folgMen Diagrammen werden die folgenden Syrabole 
und Abkiirzungen verwendet: 

Symbol Definition 

L nachzuweisender Ligand 

(l) Ligand oder spezifisch bin- 



dendes Analoges dazu 



B Bindungspartner fur den : . 

Liganden . ' j; . - f,." , '■■•'M£t^^&^~ 



Markierungssubstanz,- dituV- Reagehs^KI 
unlosliche Phase 



^ Inkubationszeit und anschfi^i^^^^lfg 

sende Trennung * • " 

(lira) limitiert; in einer Menge 

vorhanden, die geringer ist 
als diejenige, die von den 
gesamten bindenden ^tellen 
unter den Beaktionsbedingun- 
gen wahrend der angewandten 
Inkubationszeit gebunden 
werden kann, d.h. der Be- 
standteil, um den die anderen 
Bestandteile in Konkurrenz tre- 
ten, um mit ihm Bindungen einzu- 
gehen 

(exc) tJberschuB; in einer Menge 

vorhanden, die groBer ist 
als diejenige, die imstande * 
ist 5 von den gesamt- verfug^ 
baren bindenden ;St;ellea .unter 
den Reaktipnsbedi^gfl^eii wahrend 
der angewandten Inkufeat 
gebunden zu werden - 
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Schemata fur heterogene Bestimmungen 
1 . Konkurrenzbindungsreaktionen 

(a) L + (L) * + B(lim) > + unloslich machendes * 

Mittel fur. B oder ® 

Das ist das klossische Schema einer Konkurrenz- 
bindungsreaktion. Beispiele fiir die unloslich machenden 
Mittel sind spezifische ausfallende Antikorper, opezi- 
fische unloslich gemachte Antikorper und, wenn B Oder/ © : ; 
ein proteinartiges haterial ist, proteinausf allende Siib- " 
stanzen, wie Ammoniumsulf at , oder wenn B oder ;' (£) : *';' W 
kleines adsorbierbares Molekiil ist , mit Dextran Ubefiogene-"^^^^^ : 
Aktivkohle. Ahnliche Systeme sind beschrieben in Bioch^m; 1 y 
J. 88, 137 (1963) und US-PS 3 839 153. \ 

(b) L+©* + |-E(lim) ^ 

Diese Reaktion wird allgemein als Festphasen-Verfahren 
(solid-phase technique) bezeichnet. Die Beschreibung 
ahnlicher radioimmunologischer oder enzymatischer ; 
immunologischer Bestimmungsverfahren findet sich in US-PS 
3 505 019, 3 555 143, 3 646 346 und 3 654 090. / 

(c) L + B* + |--<L)(lim) » 

(US-PS 3 654 090) , 

(d) L + |-© + B* (lim) * 

(US-PS 3 850 752). 
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(a) L + B(exc) > + ©* (exc) — > + unloslich ma- 

chendes Mittel 
fur B oder0* 



Bei dem aul'einanderf olgenden Sattigungsverfahren (sequential 
saturation technique) werden einige oder alle binden- V 
den Stellen von B, die nach der ersten Inkubationszeit 



noch verbleiben, durch den markierten Bestandteil ■ •-■yy^i: v^|^ 



gebunden. * - " : ' ■ r- ,\ "^^■IfiSg^ 

.'/ ■ .V'"""".'" " i^^^^^' 



(b) L + |-B(exc) > + © (exc) — y : - ' 

Beschreibungen ahrilicher radioiaununologischer und ; v enzynatisc^|^ 

immunoloGischer Bestinmiungsverfahren finden sich in . ' V M^ 
US-PS 5 720 760 und J. Immunol. 209, 129 (1972)../'; . ; . ' ■ 

(c) L + B*(exc) > + |-@Cexc) > ., J 



3. "Sandwich"-Verf ahren 

L + J- B(exc) > B*(exc) > 

Bei dem "Sandwich "-Verf ahren werden einige oder alle 
Ligandenmolekule an die unloslich machenden Bindungs- 
partner iiber den markierten Bestandteil gebunden 

(us-ps 5 720 760). : 

4. gestphasen-Verd '*i"r'"np;« Yeriahren . : , ;v 

L + ©* + |-(nicht-spezifisch) > + 3(lim) — > 

Bei diesem Verfahren werden der Ligand und der markierte 
Bestandteil an eine nicht-spezif ische Substanz gebunden 
und anschlieliend proportionale Mengen durch Bindung 
mit einem Bindungspartner mit einer groiieren Affinitat 
zu dem Liganden und den markierten Bestandteil abgespalten. 



6^)9845/1072 



- 15 - 



26 1 8 A 1 9 



Bei der giinstigsten Form dieses Verfahrens v/ird eine 
Saule eines nicht-spezif ischen bindenden Mittels ange- 
wandt (US-PS 5 659 104). Ein solches Verfahren ist ge- 
eignet,wenn der Ligand in der Probe an endogene bindende 
Substanzen gebunden ist, die, wenn sie nicht entfernt 
werden, bei der Konkurrenz-Bindungsreaktion storen vmrdeii. 
Nach der Bindung an das nicht-spezif ische Bindings- 
mittel konnen die endogenen bindenden Substanzen d^^h/i-]Q^ 
entsprechendes Auswaschen entfernt werden. ^ 

Beziiglich der weiteren Diskussion von Parameter, 
iiblichen heterogenen Bestimmungsverf ahren eine fiolle spie- - ; 
len sowie die mehr ins einzelne gehende Beschreibung vdn ; - ' 
Bestimmungsverfahren und alternativen Trennverfahren ; wird 
auf Principles of Competitive Protein-Bindung Assays, 
Herausg. Odell und Daughaday (J.B. Lippincott Co., 
Philadelphia, 1972) verwiesen. 

Im Rahmen der Erfindung ist es auch moglich, ahdere 
Verfahrensarten anzuwenden, wie andere Heihenfolgen 
der Zugabe und andere Bindungsreaktionstechniken zur 
Durchfuhrung von heterogenen spezifischen Bindungs- 
bestimmungen. 

Die Bestimmung der Aktivitat des konjugierten Reagenses 
als Bestandteil des vorher bestimmten Nachweisreaktions- 
systems entweder in der gebundenen oder in der ft ei en 
Phase wird bequem erreicht, indem man diese Phase mit 
mindestens einer Substanz zusammenbringt, die mit dem 
konjugierten Heagens die Nachweisreaktion bildet und 
ein Charakteristikum dieser Reaktion miBt. Das Nachweis- 
reaktionssystem kann eine einzelne chemische Umv/andlung 
oder eine Vielzahl oder Reihe von chemischen Umwandlungen 
umfassen. 

\ 
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Wenn ein enzym-katalysiertes Reakt ions system angewandt - 
wird, umraJit es neben dem konjugierten Reagens vx^^S^K^^'-St^j^^ 
ein Enzym und kann auch ein oder mehrere enz^atl^ 
Reagentien, wie Substrate und Coenzyme umfaasra-^^^^^^^^^^ 



Ein derartiges enzymkatalysiertes Reaktions^yit^P 
eine einzelne einfache enzymatische Reakti^!&a®^^l^^SP^® 
komplexe Reihe von enzymatischen und nicht-efc^M*^ 
Reaktionen umfassen. Z.B. kann das ^zy^ataly^ 



Reaktionssystem aus einem einzigen enzymkatalj^Ir^^ 
Abbau oder einer Dissoziationsreaktion l>estirtiiiS-^^[^^-^ #^&IS8» 



In exnem solchen System 1st das konjJugierteYto^i^ 
das Enzym sub st rat, das abgebaut oder dissoziiert 
und die einzige Komponente des Reaktions systems, die^'; 
mit der gebundenen oder freien Phase in feerUh^unp: 

gebracht werden muB, ist ein Enzym, das den Abbau Oder 
die Dissoziationsreaktion katalysiert. Ein komplexeres 
enzymkatalysiertes Reaktionssystem kann aus einer einzel- 
nen enzymatischen Reaktion bestehen, umfassend. ■weaV^odfcr,.;-:'- 
mehrere Reaktionsteilnebmer, oder es kann aus e in er% Reihe 
von Reaktionen bestehen, umfassend verschiedene Epaktions- 
teilnehmer, von denen mindestens eine Reaktion enzymkataly- 
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siert ist. In einem solchen System ware das konjugierte 
Reagens einer der enzymatischen Reaktionsteilnehmer der 
enzymkatalysierten Reaktion und die gebundene Oder feste 
Phase wiirde mit dem entsprechenden Enzyra und 

den anderen Komponenten der Reaktion auGer dem Kongugat 
zusammengebracht, die erforderlich sind, urn das. gewiinschte 
enzymkatalysierte Reaktionssystem zu ergeben.* 

Das enzymkatalysierte Reaktionssystem kann f erner ein 
biochemisches System umfassen, das so komplex ist 
wie das Stoffwechselsystem einer biologischen Zelley/wiei 
eines Mikroorganismus. Z.B. kann eine Nahrsubstanz , die l\: 
fur das Wachstum eines speziellen Mikroorganismu^ "'VeMiitllch:' 
ist, als Reagens in dem Konjugat arigewaridt werdenir *\ 
Die Aktivitat des Reagenses wiirde zu einer Underling der " 
Wachstumseigenschaften des Mikroorganismus wie der Ge- 
schwindigkeit flihren, wenn ein solcher Mikroorganismus 
in eine Umgebung gebracht werden wiirde, in der die einzi- 
ge Quelle fUr die NMhrsubstanz das Konjugat ist. 

Die entsprechenden Reaktionsbestandteile, die zusammen 
mit dem Reagens in dem Konjugat das Nachweisreakt ions- 
system bilden, konnen mit dem Gemisch der abgetrennten 
Phase einzeln oder in irgend einer #< Kombinatibn 

vorher^gjleLchzeiife oder anschlieBend an die/splz2fis§henf 
BiPdungsreaktion zusammengebracht werden. Nach Beginn 
der spezifischen Bindungsreaktion wird das "'iftiML|^bi&^' 
gemisch, das irgend eine oder alle der er f order! ichen 
Bestandteile fur die Nachweisreaktion enthalten kann, 
iiblicherweise eine vorher-bestimmte Zeit inkubiert, bevor 
eine Anderung der Aktivitat des Reagenses in dem Konjugat 



— » 
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bestimmt wird. Nach der Trennung we r den irgend- 
welche Bestandteile, die fUr die Nachweisreaktion 
erforderlich sind und die nicht schon ' in a^^i6i^^ f $Sri^ 
den Nengen in dem Reaktionsgemisch vorhanden sind, t : 
zugegeben, und eine Wirkung auf die 'ifep^eisri.aK^^^'^S^ 
bestimmt als Zei chen ftir das Vorhandensein Oder di^5^ ! :^l^: 
Menge des. Ligandenin dem flUssigen Medium. ~" '?.*- c *i& 



' i Step' 



Wenn die Reaktionsgeschwindigkeit der Nachweisreakti^ 
das Charakteristikum 1st, das angewandt /■ . , 




-19 
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wird, um die Reaktionsf ahigkeit der gebundenen oder freien* 
wie es bevorzugt ist, wird eine derartige Geschwindig- 
keit iiblicherweise bestimmt durch Messung der Ge- 
schwindigkeit, in der ein fieaktionspartner verschwin- 
det oder der Geschwindigkeit, mit der ein Reaktions- ;y 
produkt auftritt. Eine derartige Messung kann durch 
viele verscjiiedene Verfahren durchgefiihft werden, wie die 
iiblichen chroma tographischen, gravimetrischen, potentio- : | 
metrischen , spektrophotometrischen, f lubrometrfSchen; - r ■ 
Triibungsmessungen und volumetrischen ■ .Beafcptutw^ 
Da das erf indungsgemafle Verfahren in ':k^at^rJ^^^J^^^^^^^f f 
stimmt ist zum Nachweis geringer KonisMtra 
Liganden, wurden sehr empfindlitohe Reaktioius^^ 
entwickelt zur Ahwendung im Zusammenh^gndt 
spezif ischen Bindungsreaktionssysteiiujl Eine^ beyorzii^e^^^^^ 
Form der Nachweisreaktion umfafit ein Lumineszensreaktions-^ o^fc 
system, vorzugsweise ein enzymkatalysiertes, wie eiixew 
Reaktion, die Biolumineszens oder Chemilumineszens er*-. j } ■ 
gibt. Das Reagens in dem Konjugat kann entweder ein " 
Reagens in der lichterzeugenden Reaktion sein oder in 
einer Reaktion, die einer enzymatischen odfer nicht- * au 
enzymatischen Lumineszensreaktion vorausgeht. ; - - 
Die Aktivitat des konjugierten Reagenses ' 
kann bestimmt werden durch Messung der • >.• \ ' 

Geschwindigkeit der 
Lichtbildung oder der Gesamtmenge, Spitze^nitensitat fc 
oder dem Charakter des entstehenden Lichtesv' Beispiefle; 
fiir Lumineszensreaktionssysteme sl^"^; 1 ;^ 
angegeben, bei der die f olgenden 'AbkQr^^ 
werden: v: 

■ . *■ 
*■*. 

ATP Adenosintriphosphat 
AMP Adenosinmonophosphat 
NAD Nicotinamidadenin-dinucleotid 



*Phase zu bestimmen, 
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NADH reduziertes Nicotinamid-adenin-dinucleotid 

£T1N piavinmononucleotid 

EMNHp reduziertes Flavinmononucleotid J : i. .. 

hV elektromagnetische Strahlung, Ublich^rweiM ' 



elektromagne-ciscne cranium*, u""^* v - 
im IB-, sichtbarea oder UV-Bereich^^g?Sg:g^^ 

TABELLE A: 

' VfJ^-- /V 5^: vat 4.*- ^ _ 
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Weitere Einzelheiten und Diskussionen beziiglich von 
Lumineszensreaktionssystemen, die fiir das erfindungs- 
gemaBe Verfahren angewartdt werden konnen, sind angegeben 



in: 



J. Biol. Chem. 236: 48 (.1961). 

J. Amer. Chem. Soc. 89:3944 (1967). J. 

Cornier et al., Bio luminescence in Progress, 
Ed. Johnson et al., Princeton University-^ 
Press (New Jersey, 1966), S. 363 - 84^: : ; 



Kries, P. Purification and Properties .of/Bteniiia 
Lucif erase, doctoral thesis University 'o^^;/ 
Georgia (1967). 

Am. J. Physiol. 41:4-54- (1916).' 

Biol. Bull. 51:89 (1926). ■;! 

J. Biol. Chem. 243 :4714 (1968). 



... ,S;;:?v^ 



'V- 



Eine andersartige bevorzugte empfindliche Nachweis- ; 
reaktion umfaBt das Phanomen der Fluoreszens und 1st ■ 
enzymkatalysiert. Bei einem solchen Heaktionssystem 
ist das Reagens in dem Konjugat ein Substrat fur eine 
enzymatische Reaktion, die ein Produkt lief ert'/ das 
Fluoreszenseigenschaften besitzt, die es von 
dem konjugierten Substrat unterscheiden. Jede auftreten- 
de Anderung in der Aktivitat des konjugierten enzymatischen 
Reagenses, die durch die spezifische Biiidungsreaktion be- 
wirkt wini^ubrt zu einer iMerung ija; dejt ^J^^^ 
eigenschaf ten des ReaJctionsgemisches," ^ 
Reaktionsschema fiir eine derartige Tenzj^^ 
Reaktion ist das folgende: S 



-> Produkt 



(Substrat) 

wobei X eine enzymatisch ,spaltbare Bindung oder Bindungs- 
gruppe ist, wie eine Ester- oder Amidogruppe und Z eine 



\ 
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spezifisch bindende Substanz, die in Abhangigkeit von 
der angewandten spezifischen Bindungsreaktion der Ligand 
ein spezifisch bindendes Analoges des Liganden Oder ein ' 
spezifisch bindender Partner des Liganden ist. Spezifische 
Konjugate, die fur ein derartiges Reaktions system ange- 
wandt werden konnen, sind verschiedene durch Enzym-r 
spaltbare Derivate von Fluorescein, Dmbellif eron^^M^^; 
3-Indol, B-Naphthol, 3-Pyridol, Resorufin. • ^S^MM^^k-^ "~. 
usw. ; Beispiele fur mogliche Stnikt^rf ormen; def^iger ^ 
Derivate sind: ' ; ' : 2 ^^-^^^y^-rX; : 



Deri vat 



Fluoresc ein 



Umbellif eron 



3-IndaL 



B-Naphthol 
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3-Pyridol 




Resoruf in 




wobei R -OH oder -X-Z (wie oben angegeben), R' 



-X-Z und R" 



-H oder -CH^ ist. 



Ein Reaktionssystem, das besonders bevorzugt istyzur 
Bestimmung der Aktivitat des konjugierten Reagenses in der* 
ein cyclisches Reaktionssystem (Ringreaktion) . Bei einem 
derartigen Reaktionssystem wird ein Produkt eindr ersten 
Reaktion in einer zweiten Reaktion umgesetzt, wobei in 
der zweiten Reaktion ein Produkt entsteht, das auch 
ein Reagens fur die erste Reaktion ist. 



Das f olgende Diagramm zeigt ein Modell fiir ein derartiges 
cyclisches Reaktionssystem: 



Produkte-A 



^cyclisiertes Material " ^.ReaSgentien B 
t NA (Porn 1) '■ ,s ^^^^^^" ' 



REAKTION A 

Reagentien A'^ cyclisiertes Material 

(Porm 2) 




dukte B 



Bei dem oben angegebenen Modell eines cyclischen Beaktions- 
systems bildet eine kleine Menge des cyclisierten Materials, 
wenn ihr ausreichende Mengen der Reaktionspartner A und B 
zur Verfugung stehen, grofie Mengen an Produkten A und B. 
Da die Reaktionsgeschwindigkeit xind Menge an Produkten, die 



*ausgewahlten Phase ist 

} 
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durch die RCT^tionen/ e Sii*Sai n 6yclische Reaktionssystem 
bilden, sehr empfindlich sind gegenuber 

der vorhandenen Menge an cyclisi rtem Material, ist 
es besonders bevorzugt, dieses cyclisierte Material als 
Reagens in dem erfindungsgemaBen Konjugat zu v rwenden. 
Beispiele fiir cyclische Reaktionssysteme ,die im Zusammen- 
hang mit dem erfindungsgemaBen spezifischen Bindungs-* 



reaktionssystem angewandt werden konnen, sind in den 



folgenden Tabellen B, C und D angegeben. 



TABELLE , B» unci 
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T A B E L L E 



B 



Product A 



Reagens. B 



Beagens A 



. ""Ny^" NAD ^N/"" 

Enzym' Enzym 
y^NADH** < yV s>fc Produkt B 



Reagens A 

Oder 
Produkt B 



Reaktion 

1 Lactaldehyd 

i 

2 a-Ketoglutarat 



3 
5 



7 
8 



Oxaloacetat 
Acetaldehyd 
a-Ke t o glu t arat 

+ co 2 

D ehy droxy ac e t on- 
phosphat 

Pyruvat 



1 ,3-Dephospho- 
glycerat 



Enzym 



Reagens B 

oder 
Produkt A 



Alkohol-dehydro- Propandiol 
genase 



Glutaminsaure-r 
dehydrogenase 

£pfelsaure- 
dehydrogenase 

Alkoholdehydro- 
genase 

Isocitronen- 

saure-dehydro- 

genase 

a-Glycerin- 

phosphat- 

dehydrogenase 

Milchsaure- 
dehydrogenase 

Glyceraldehyd- 

3-phosphat- 

dehydrogenase 



* Nicotinamid-adenin-dinucleotid 
** reduziertes NAD 



Glutamat 

Malat 

Athanol 

Isocitrat 



L-a-LO-ycerin- 
phosphat 



Lactat 



Glyceraldehyd- 
3-phosphat 



mm?. 

^SrJ'^'-V.".' ' 
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TAB E L L E 



Produkt A 



^y^~ NADP * 



•Bizym 



Reagens A 




NADP* -\ Reagens B 

Enzym 

NADPH** -tf/ A N J?rodukt B 



Reaktion 
1 



4 
5 



Reagens A 

oder 
Produkt B 



6-Phospttogluconat 



oxidiertes 
Glutathion 

p-Benzochinon 



Nitrat 



a-Ketoglutarat 
+ NH 5 



Enzym 



Glucose-6- 
phosphat- 



GluQoser64^r ; :--:-"^ 



pao spnar- .p&o ^ha.^v^;. ij&sg'- 




Glutathione r;.v 
reductase 



Chinon- 
reductase 

Nitrat- 
reductase. 

Glut am in- 
saure- 

dehydrogenase 



HydroShiriont 



liitrit : 
Glut am at* 



* Nicotinamid-adenin-dinucleotid-phosphat 
** reduziertes NADP 
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Es ist zu bemerken.daB die in den Tabellen B und C 
angegebenen cyclischen Reaktionssysteme eine Kombination 
irgend einer der in den jeweiligen Tabellen angegebenen 
Reaktionen nit einer anderen dort angegebenen Reaktion 
umfafit. Z.B. kann die Reaktion 1 in Tabelle B mit s 5', Y' 
irgend einer der Reaktionen 2 bis 9 kombiniert werdenf? ^ 
urn ein geeignetes cyclisches Reaktionssystem. zuergebeh^ 
So geben die Tabellen B und C 56 bzw. 20 mogllcne-Jf^ 
Reaktionssysteme fur das erf indungsgemaBe Verf ahre£a^P 



wsi 



Neben den in den Tabellen B und C angegebenen cy^i^i^ 
Reaktxonssystemen ist es moglich, daB eine der Reaktion1g> 
in dem cyclischen Reaktionssystem die en^^isc^ : ^er^" : 
nicht-enzymatische Umwandlung eines spektrophotome^scbS: 
Indikators u mfaflt, vorzugsweise kolorimetrischv ^ ■- : /i- 



Ein Beispiel,: , 

fiir eiricyclisches Reaktionssystem, umfassend eine JLnderung 
eines Indikators, ist das System, das gebildet wird durch 
Kombination der Reagenses B Produkt B Reaktionen in 
Tabelle B mit einer Reaktion .umfassend einen Oxidations- 
Reduktions-Indikator und ein elektronenubertragendes Mittel. 
Als elektronenubertragendes Mittel kann Phenazinmetho- 
sulfat angewandt werden. Geeignete Indikatoren umfassen 
die oxidierten Gormen von Nitrotetrazolium, ThiazoylblaU 
und Dichlorph.enolindopb.enol. 



TABKTiTiK D: 
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TABELLE D 

reduziertes 

Cytochrom-C * EMU NADPH 



Cytochrom-C- Cytochrom-C- 
reduc t a s e reduc t a s e 




oxidi ertes S >FMNH 0 ^ NADP 
Cytochrom-C 



' a Flavin-mononucleotid 
^reduziertes ITlN 



H 2 0 2 ^ >r FAD C ^ ^ D-Aminosaure 





D- Amino saure- D-Aminosaure- 
oxidase oxidase 




0 o y \^ FADH Q <r *<x-Ketosaure 

d d + NH, 



°Flavin-adenin-dinucleotid 

d reduziertes FAD . v v -' - 

a-Ketoglutarat \c -^f a- Amino saure . $2"^'^ 



; t^^^f a- Amino saure 

xransamina s e L- Amino sa 

yv oxidase 

Glutamat^ \ a-Ketosaure 



2 W 2 
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Forts, zu 



T A B E L L E 



Phosphat 




ADP 1 



e 



Adenosin- 
triphosphatase 




Phospho nol- 
pyruvat 



Pyruvat- 
' kinase 



ATP 




Pyruvat 



e 



Adenosin-diphosphat 

r 

Ad eno s in- 1 ri pho spha t 



Succinat + GTpS^^^Coenzym A 




a*-Ke to glutara t 
NAD " 



Bernsteinsaure- a-Ketoglutarat- 
thiokinase dehydrogenase 



Phosphat + GDP 



Succinyl- g/^hsADK + 
coenzym-A 



CO, 



^Guanosin-tri phosphat 
Guano s in-dipho sphat 



Ascorbat 




oxidiertes 
Glutathion 



Dehydroascorbat- 
reductase 




NADPH 



Dehydro- 
ascorbat 



Glutathion- 
reductase. -..^^^d^-^ 



reduzie: 
tes Gluta- 
thion 
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Dehydroascorbat- 
reductase 




reduziertes 
Glutathion 




Dehydro- 
ascorbat 



Ascorbat- 
oxidase 



H 2 0 




S3*?; 



># t* 

'■"'■^■■V.'-i^^^ 



ADP ' 




GTP 



Nucleosid- 
diphosphat- 
kinasei 




Oxaloacetatv. 



ATP 



GDP 



Phosphoenol- 
pyruvat-kinase 



hosphoenol- 




H 2 0 




oxidiertes 
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Bei Bildung irgend eines der in den Tabellen B, C und D 
angegebenen cyclischen R aktionssysteme, wenn eine 
der Komponenten des Reaktions systems in ionischer Foim v 
vorliegt, kann sie natiirlich in Foim des Salzes Oder 
der Saure vorliegen, wenn diese bei Beriihrung mit ;dem-;p^ 
flussigen Medium ionisieren. Ein wasserlosliches ^^^l^§^^0^ t 
Oder eine Saure ist natiirlich bevorzugt, j '-^^W^rW^ 

- 

Es kann auch ein exponentiales cyclisches Eeaktibass^l^ 
bei der Nachweisreaktion angewandt werden. Ein Bex ^i^^^J^^i^ 
fur ein exponentiales cyclisches Reaktions system -"^ijslb 
das folgende: . ; ; : . 



AMP + ATP Myokinase > g ADp 

ADP + PEP P,Yruvat-kinase > ATP + Pyruvat 



Eine solche cyclische Reaktion ist autokatalytisch in dem 
Sinne, daB wahrend jedes Cyclus die Menge an zuruckgefuhrtem 
(cyclisiertem) Material verdoppelt wird. Die Cyclisierungs- 
geschwindigkeit nimmt daher exponential mit der Zeit zu 
und ergibt eine sehr hohe Empfindlichkeit. Weitere Eixizel-; 
heiten und eine nahere Diskussion beziiglich derartiger ^ 
cyclischer Reaktionen findet sich in J. Biol. Ohem. 
247, 3558-70 (1972). 



Wenn ein cyclisches Reaktions system jangewahdt wi^^ali;; 1 ; 
Mittel zur Bestimmung der Aktivitatsanderung ^ des:konjugierteii 
Reagenses^ kann die Geschwindigkeit, mit der ein Re a gens 
verschwindet oder ein Reaktionsprodukt auftritt, durch 
ubliche Verfahren bestimmt werden oder mit Hilfe eines 
odermehrerer cyclischer Systeme und anschlieBende ubliche 
Bestimmung der Gesamtreaktionsgeschwindigkeit. 
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Die Anwendung eines cyclischen Reaktionssystems in 
Verbindung mit dem heterogenen Syst m der spezifischen Bindung 
reaktion ergibt eine breite Anwendbarkeit sowie hohe 
Empfindlichkeit. Ein einziges Konjugat aus Reageris und 
spezifisch bindender Substanz kann fur eine Vielzahl Voii - v- 
Reaktionen angewandt werden, um cyclische Systeme zu jbilden 
mit Empfindlichkeiten, die iiber einen weiten'BereicEp^^; : V ^'*C: 
variieren und zu einer Vielzahl von Umwandlungeii ^> 
die mit Hilfe der Sinne Oder klinstlicher Mittel , n£chge£ 
wiesen werden konnen. Eine derartige vieiseitige^^^ 
barkeit besitzen bekannte Bestimimmgssysteme 



Das erfindungsgemaBe Verfahren kann angewandt werden . 
auf den Nachweis irgend eines Liganden, zu dem es eihen 
spezifisch bindenden Partner gibt. Der Ligand ist ublicher- 



I 
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weise ein Peptid, Protein, Kohlenhydrat , Glycoprotein, 
Steroid oder ein anderes organisches Molekiil, so daH 
es einen spezifisch bindenden Partner in biologischetn^>^: 
Systemen gibt oder ein solcher synthetisiert werden '^£f : :?, 
kann. Der Ligand wird - allgemein gesprochen - ausg^. i 
wahlt aus der Gruppe bestehend aus Antigenen imd -Mti- r 
korpern dazu, Haptenen und Antikorpern dazu, Hormonen, 
Vitaminen, Metaboliten ( Stoffwech.se lpfodukt en) und " 
pharmakologischen Mitteln und ihren Rezeptoren und bin- 
denden Substanzen. Spezifische Beispiele fiir Liganden, 
die erf indungsgemali nachgewiesen werden konnen, sind 
Hormone, wie Insulin, Choriongonadotropin , Thyroxin, 
Liothyronin und Ostriol, Antigene und Haptene, wie 
Ferritin, Bradykinnin, Prostaglandine und tumorspezi- 
fische Antigene, Vitamine, wie Biotin, Vitamin B 12 * 
Folsaure, Vitamin £ und Ascorbinsaure, Metaboliten, 
wie y , 5 1 -Adenosinmonophosphat und 3' ,5'-Guanosin- 
monophosphat, pharmakologische Mittel, wie Dilantin, 
Digoxin, Morphin, Digitoxin und Barbiturate, Antikorper, 
wie mikrosome Antikorper und Antikorper gegen Heptatis 
und Allergene und spezifisch bindende Rezeptoren, wie 
thyroxinbindendes Globulin, Avid in, Intrinsic fakt or 
und Transcobalsfimin. •-''•*''•.? ■/, 
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Bei dem erf indungsgemaBen Konjugat ist das Reagens an eine 
spezifisch bindende Substanz gekuppelt oder gebunden, r" 
die der Ligand, ein spezifisch. bindendes Analoges des 
Liganden oder ein spezifisch bindender Partner r des Liganden ,_ 
ist, je nach dem ausgewahlten Bestimmungsverian^^ 
eine meiibare Menge an Aktivitat des ; :- Reagens e^e^^ 



bleibt. Die Bindung zwischen dem" Reagehs;un^:^r|jip^_^^^^, s 
bindenden Substanz ist ublicherwelse iM : .*e|!^ia^ft»^2ttD»*j^^^^|.| 
den Bestimmungsbedingungen irreversa-bel^^eig^^pB^^ 
weisreaktion, in der das Reagens ikli^^S^l^^^^^fa^WS 



so gestaltet ist, uto eine solche Bindung;' 
storen, wie bei dea oben erwahnten J^^ az ^^*^^f^^i:^^'-''r^^t 
cyclischen Reaktionssystem. In einigen ^f^^^3,^^^^i%SS 
eine solche Bindung (by design) zerstort r o^^g|g^^^p^^i^| 
Weise angegriffen durch die ausgewahlte Nachy£ifc|i||^^ 

als Mittel zur Bestimmung der '^^^feS!flS?3t ' " : ^ : '« 

aktivitat. Ein solcher Pall liegt vor bei 'S^loBi^^^k^A: 
enzymatischen Fluoreszens-Substrat-Reaktxonssy$t»em; \.M , : - 

Das Reagens kann direkt an die s^ez±fiJ^i^U^Mk^^^^ : 
gekuppelt sein, so dafl das Molekulargewicht ?diBlCgg3^|Bs r - 
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molekulargewicht des Heagenses der spezifisch binden- 
den Substanz. Ublicherweise sind jedoch das Reagens 
und die spezifisch bindende Substanz iiber eine Brucken- 
gruppe, enthaltend 1 bis 50, vorzugsw ise 1 bis 10 
Kohlenstoffatom oder Heteroatome, wie Stickstoff^ 
Sauerstoff-, Schwefel-, Phosphoratome usw. miteinander ver- 
bunden. Beispiele fiir eine Bruckengruppe, umfassend . 
ein einziges Atom, ist die Methylgruppe (ein Kohlenstoff-- 



atom) und die Aminogruppe (ein Heteroatom). Die B^ck^^'i^l^ 
gruppe besitzt ublicherweise ein Molekulargewicht.. von 
nicht mehr als 1 000 und vorzugsweise weniger;;,?^ 
Die Bruckengruppe umf aflt eine Kette yon: Kohl'^'st/oXfa^^i^ 



oder Heteroatomen oder eine Kombination von beid^; ^ 
ist mit dem Reagens und der spezifisch bindenden .^^tanz^^I^^ 
oder einem -aktiven Derivat davon iiber eine verbindende ~:/vv. 
Gruppe gebunden, ublicherweise in Form einer Ester^, . > , .1 ..^ 
Amido-, Ather, Thioester-, Thioather-, Acetalr-, M^thyle^^:^! 
oder Aminogruppe. . /; 



Das Reagens in dem erf indungsgemaBen Konjugat kann irgend t . 
eine Substanz sein mit einer vorgegeben (d.h» fixierten .".!. , , t , v 
oder bekannten) Reaktionsfahig^als Bestjandteil einer v 
vorher festgelegten Nachweisreaktion. Be senders be zeichnen - 
im Rahmen dieser Beschreibung die Ausdriicke "Reagens" 
und "Substanz mit Reaktionsfahig/ lcei irgend. eine chemische 
Substanz, die imstande ist, am Ende eine meBbare chemische 
Umwandlung einzugehen, die ein oder mehrere ft^dx^ 
liefert, die sich von der Substanz unterschelden ui£ ' 
die, nachdem eine Wechselwirkung oder H:eaktionL zwischen 
diesem Reagens und den die Reaktion einleitenden hitteln, 
wie einer chemischen Substanz (d.h. einem anderen Reagens, 
einem Katalysator oder einer anderen Substanz, die ill. einer 
solchen chemischen Umwandlung teilnimmt), elektromagnetischer 
Strahlung, thermischer Energie oder Schallenergie auftritt. 
Die Gruppe von Substanzen, die hier als "Reagentien" bezeich- 



» 
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net werden, umfaBt iibliche anorganische und organische 
Reagentien und verschiedene biochemische Substanzen, 
aber nicht Substanzen, wie Katalysatoren, einschliefllich 
Enzymen und radioaktiven Isotopen, die keine Reagentien. 
bzw. Reaktionspartner fur die .Nachweisreaktion darstelleii. . ,. . - 
Es ist zu bemerken, daB, wahrend eine spezielle chemischje^^^ 
Substanz in verschiedene Kategorien eingeordnet werden^U^;^^: 
kann, da sie imstande ist, in verschiedener Weise^zu^.-^^,^^ 
wirken, je nach der chemischen Umgebung, es die : ^^^aa^"'^ 
einer solchen Substanz gegenuber der .ausgewabaten^aoh^^g^i^ 
weisreaktion ist, die bestimmt, was f Or. . eine ,|^tjc^^g|^| 
Identitat eine solche Substanz im Zusammenhang.m^d^^ .&|||f 
findung besitzen soli. .•; .•->7<**i 

Vorzugsweise ist das Reagens ein enzymatisches Reageps, 
; wie ein Enzymsubstrat , ein Coenzym oder eine aktiye Modi- , v 
fikation bder ein Derivat davon. Ein Enzymsubstrat ist 
eine Yerbindung oder Gruppe, die imstande ist, eine . . . 
chemische Umwandlung einzugehen, die durch ein Enzym 
katalysiert wird. Venn ein Substrat als konjugiertes. Reagens 
angewandt wird, betragt das bevorzugte Molekulargewicht ..... 
vorzugsweise weniger als 9 000 und besonders weniger als. .., 
5 000. Substrate solcher Grofle sind aufgrund ihres; Mangels. . 
an Molekularkomplexitat besonders bequem fur.die, H;erstel-, ; 
lung eines solchen Konjugats. ; _ '•- .-.ur- .:vr;:V- .i. 



Enzymsubstrat e, die fiir das erf indungsgemaflo. ^|aliren i ; 4-^ / 
geeignet sind, umfassen die enzymatisch spajtb&reit Fluores-r 
zenssubstrate, die oben erwahnt sind, wie Fluorescein- und 
Umbelliferonderivate, pH-Indikatoren und spektro'photometri- 
sche Indikatorfarbstoffe, besonders chromogene Farb- 
stoffe. 
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Aus den oben angegebenen Grunden und aus Griinden der 
Anwendbarkeit und Anpafibarkeit sind Coenzyme ale fieagentien 
fur die erfindungsgemafien Konjugate besonders ge ignet. 
Ein Coenzym ist ein Nichtprotein-Molekiil , das von 1 " fciei 
Enzymprotein zu einem anderen. wandert und datarcfc'oifc- -X^-tX- 
Wirksamkeit der katalytischen Punktion des ^25^^^^^^ 
bessert. Alle bekannten Coenzyme besitzen ein^MSSS^^S^^J 
gewicht von weniger als 9 000. Die bevorzugie^^^^^^^^ 
besitzen ein Molekulargewicht von weniger^ ai#^^^^ 



Geeignete Coenzyme umfassen die NuclebtidSS^ 
solche, enthaltend Adeningruppen, wie 

phosphate (d.h. die Mono-, Di- und TriphOL^ 

Nicotinamidadenindinucleotid und desseh . redue#^ 
und Nicotinajnidadenindinucleotidphosph#t xind^l 

reduzierte Formen. Andere geeignete Coenzyme r^^^^^^l^^ 
die Guano sinphosp hate, Flavinmononucleotid ' uiii^^^S^ipvSl^ 
reduzierte Formen, Plavinadenindinucleotid" und^|e#^fe^JP^8P 
reduzierte Formen, Coenzym A und dessen Thioe^te^^^^nfj^^S 
lich Succinyl-Coenzym A, 3 • 5 • -Adenos£i^i|^^i^ ; K ^ 

und Adenosin-3 ' -phosphat-5 ' -phospho sulfate v ■ i k*M?0?- y : *s» 

Geeignete coenzymaktive Konjugate ^m£&88e^'natl^!&id'^^i. 
coenzyme mit einer Adeningruppe , an die die : '~8^i!^^'y^h \ 
bindende Substanz, d.h. ein Ligand, ein specif 
des Analoges des Idganden oder ein spezifischUn&eitL 
Partner eines Liganden iiber eine direkte Bintog 
ttber eine Briickengruppe , wie oben eiigegebe^^ef""*" 1 '' ' 
ist. Solche coenzymaktiven Konjugate, ■ ••^ 
phosphat, Nicotinamidadenindinucleotid ^eif^^^^^aSite^ " 
te Form oder Nicotinamidadenindinucleotidpfiosi>hl¥t§Sr 
dessen reduzierte Form umfassen, besitzen 6^ f dlgende 
allgemeine Formel : • ^ 



idea-- 
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wobei R 



O 

N -- v 



NH 2 




"N R J 



NH. 




N 



..•yrv 




"N 



\ 



CONH. 



ist, 



in der R = -Y-Z ist, wobei Y eine Bindung oder eine^ 
BrUckengruppe bedeutet, und Z einen Liganden, ein speH ' 
fisch bindendes Analoges eines Liganden Oder einen spezi- ' 
fisch bindenden Partner eines Liganden bedeutet. Die 
oben angegebene Ponnel zeigt die ionisierten tfonnen 
der coenzymaktiven Konjugate, die protonisierten oder 
Saureformen sind jedoch gleichermaBen geeignet. Das 
AusmaB der Protonisierung hangt von dem pH-Wert der Um- 
gebung ab. Auch die Salze derartiger Konjugate konnen 
angewandt werden. *) ■•- v i= ; ; - 

■ :.' . ; -a . •:-A^%. , i^ , j.it?i'f . 
Die Synthese derartiger Verbindungen kann auf^e|<n^y -v.V 
Vielzahl von Arten erreicht werden. Es ist mogiieb$ ^aB 
die Synthesewege, die schematisch unten angegeben : :? 
sind, vorteilhaft angewandt werden zur Herstellung der 
geeigneten Verbindungen. Bei den gezeigten Synthesen 
sind die Stellungen an dem Adeninringsystem entsprechend 
der folgenden Formel angegeben: 

#) letlchl 0 Z™ eS ™nn e J 1 "* BrUcke *g™PPe mit einem Molekular- 
f hit ?n v ° n < 200 2' S e f onders <200 und enthMlt besonders 
1 bis 10 Kohlenstoffatome und/oder Heteroatome. 
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Auflerdem werden die folgeriden Abkurzungen angew^uadt : 

— CIL 



Rib ist die Ribosegruppe : 



Rib ist die phosphatierte 
Ribosegruppe: 



2^0 




• r 



OH . OH 



CH, 

0 



K v 

1 I H 



OH PO.© 



- .■■ : '-'J : 

.J". 



Ph ist eine Phosphatgruppe: 

AP-Derivate bezeichnen Derivate von Adenosin-5 1 - 
phosphat, d.lu die Mono- (AMP), Di- (ADP) Oder Tri- (AIP) 
phosphatf orm ; * 



NAD-Derivat bezeichne t ein Deri vat von entweder Ni^ptin- 
amidadenindinucleotid Oder einer rednzierten_^ 



NADP-Derivatv bezeichne. t ein Derivat von entn^roer?3S 
amidadenindinucleotidphosphat oder einer reduzlei*ten Form 
davon; > 

R bezeichnet eine spezifisch bindende iiubstanz pder^.eine 
Modifikation davon und 

X bezeichnet eine austretende Gruppe, liblicherweise ein 
Halogenatom. 



. ■ - 

.■■ : m 
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AuB r den oben erwahnten Verbindungen umfassen geeignete 
coenzymaktive Konjugate die Adenosinphosphate, an die 
die spezifisch bindende Substanz Uber di Phosphat- 
gruppierung gebunden ist. Derartige Verbindungen be- 
sitzen die folgende allgemeine Voxnel: . . " ' 

NH. 



0© 

in der R is -OrP-o-R 





2-,... 
'M- 




"® 0® 0® 
-O.p-0-£-O-£-O.R 2 
0 0 0 



O 0 0< 

o-p-o-jf-o-ir 

o 6: 



ist 



bder 



n 2 



wobei R = -Y-Z ist und Y eine Bindung oder eine Briicken- 
gruppe und Z ein Ligand, ein spezifisch bindendes Analoges 
des Liganden oder ein spezifisch bindender Partner/ 
eines Liganden ist. Auch die protonisierten Oder Saure- 
formen sowie die Salzfonnen konnen angewandt werden. 



■m 

- MX 

m 




der geeigneten Verbindungen angewajjdt wer&eS^^pben-i. 
angegebenen Abkurzungen tref f en auf die 'tot/fSfftlt ? ' f; 
Reaktionsschemata. ebenfalls zu. • •■-"^^l'/ 



C ?*5S 
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Bei einer Durchfuhrungsf orm des erf indungsgeinaeen Ver- 
fahrens liegen die Komponenten der spezifischpn B^diings^:^^, 
reaktion, die mit dem flUssigen Medium, .In : denr :^^: : liiga^^rg 
vermutet wird, zusammengegeben werden sollen, ri^.^J^i/g€gsg]gp- 
Oder 1 fester Form vor. Das Bestimmiingsverfahreh karu*-ih 

einem Standardlaborgef SB , wie einem Reagensglas^durchge^ % o 
fiihrt werden, wobei die Bestandteile der spezifischen 
Bindungsreaktion und die Komponenten des Reaktionssys^tems r , 
in fester oder flussiger Form zugegeben werden. , , 

Es ist auch moglich, daB eine oder mehrere der Komponenten _ 
der spezifischen Bindungsreaktion und/oder eine Oder 
mehrere der Komponenten der Nachweisreaktion zusammen : , . . 
mit einem Tracer zugegeben werden. Der Trager kann eiJi ., 
Fliissigkeitsbehalt or , wie ein Reagensglas oder . eine Kapse}. , 
en thai tend eine solche Komponente oder Komponenten in . 
einem unteren Teil, z.B. in Form einer .^ttss^^j^^a •.<> 
eines losen Feststoffs o^ej..^^. : pbe^^^^^^^m^^ 
seite des GefaBes, sein. ^r Trager Is^^^^^^^^^'^X 
einer Matrix besitzen, die unl8slich : ^^r^i^^^,^v ss , 
vorzugsweise in Beziehung auf das i zu \m^««^^^^tojB^pe_ w 
Medium absorbierend ist. Eine solche Matri^;k^Q!^t ; . • ..-..^Vj 
Form von saugfahigen Papieren, polymeren Filmen,. Folien,. . 
Membranen, Flachen oder Blocken, Gelen usw. vorliegen. 
Bei einer solchen Form wurde das Prufmittel bzw. die Vor- 
richtung ein bequemes Mittel darstellen, um das zu unter- 
suchende flussige Medium zur Durchfuhrung der spezifischen 
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zur Beobachtung der auf tretenden Veranderung zusammen- 
zubringen. 
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Du^chJCUhrvng der 



g 



Das zu untersuchende fliissige Medium kann eine natiirlich 
vorkommende oder kiinstlich ^ei^^gB^^gkeit ' • . 
sein, von der angenommen wirdr, dafi sie den Liganden : ''+V r *''?\'i : '\?jjM 
enthalt und ist iiblicherweise eine biologische Plussigkeit ^Vp 5^ 
oder eine Flvissigkeit, die durch VerdiiTiTuing oderi and^ei^t^fe 
Behandlung einer solchen biologischen- -^^BBi^eliii^^XiP^^.,^^ 
steht. Biologische Flussigkeiten, die" nach dent erf^d^a^^Jjgf' 
gemaBen Verfahren untersucht werden konnenv umfass'eja ^^f^#c^*?- V^^g 
Serum, Plasma, Urinund amniotische Fliissigkeit., • <^rebral^i;^; : ^ 
fliissigkeit und Spinalflussigkeit . Andere Substanzen, 
wie Feststoffe, z.B. Gewebe oder Gase, konheri untersucnt' 
werden, indem man sie in fliissige Form uberfuhrt, "zyBV ■■■ ,^ 
durch Loseh des Feststoffs oder Gases in einer Fliissigkeit-' 
oder durch die Fliissigkeitsextraktion des Feststoff es. 



Im Gegensatz zu dem bekannten Bestfcnmungs- 
system konnen biologische Flussigkeiten, "die Substanzen 
enthalten, die eine ahnliche oder identische Reagens- ; 
aktivitat besitzen wie diejenige der kohjugierteh Mai> 
kierungssubstanz.auT dem Liganden untersucht werden, ohne 
Stoning durch Hintergrundreaktionen. _E^ogenVfi^Wr^' 
grund-Reagensaktivitat kann leicht aul" 



Weise eliminiert werden. Die ^iolog^iclte-'^l^^^*^''''^" 1 ^* 
kann behandelt werden, urn die endogene : He< ^ 
selektiv zu zerstoren. Eine solche B«handi^!^^^e'j' V: ^ ,r ;*- 
Wirkung eines Klarmittels (clearing &eentYvmfa:aaen\daa\ 
chemisch die endogene Aktivitat zerstort und anschiiefiehde 
Behandlung, urn die zerstorende Wirkung eines solchen 
Klarmittels zu inaktivieren. 



> 
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Z B kommen reagensabbauende Enzyme hauf ig natiirlich 
in biologischen Fliissigkeiten vor, besonders weaa das 
Beagens ein Coeazym, wie NAD, NADP oder ATP ist. .._V _ 
Es gibt viele Hemmstoffe fur solche coenwb^end^ ...^ l .• 
Ea™e f ».B. Ohelatierungsmittel, die so wirken^ da^;^r;. 
sie weseatlicae Metallione>^tivatoren_ aus . den^i^^^/ 
entferaen. Als spezielles Bex spiel 

bare Enzyme im normalea Serum und besitzea ausrw^^p^ 
Enzymaktivitat, urn im weseatlichea alls eadogea^:^|^:. 
NAD-Aktivitat von isoliertem Serum iaaerhalb weaxssEy^:: 
Stundea zu entf eraea. Die Abbauaktivitat; > S olchey,g^^ 
kaaa wirksam gehemmt werdea durch -Zugabe eiaes^C^|||^, 
rungsmittel, wie Itl^lendiamiatetraessigsau^^^^^^ 
Elimxaieruag der abbaueaden Aktivitat ^auca ^ic^V" 
werdea durch Zugabe eiaes spezifischea Eazymhemmsto?f ? a. v 
Z B. konnen ATP-abbaueade Enzyme gehemmt werdea. du^h.,^ 
Zugabe voa %-tiethylea-ATP oder a, B-Methylea-ATP. ^ 

Die folgeaden nicht-eiaschraakendea Beispiele erlautera^ 
die Erfiaduag aaher. -'- ' - 

R g i spiel 1_ 

Herstellung voa Nicotinamid-6-(2-amiaoathylamxao)- 
purin-dinucleotid K 

2 g Nicotinanad-adenin-^ 

10 ml Wasser gelost uad 0,6 ml ,. A^hylei^J^^^^|^ 
und der pH-Wert durch Zugabe voa 1m P^aOp^g^y^ 
<7 gehaltea. tfach vollstaadiger Zi^abe^^^^ea^ 
iMins wurde der pH-Vert auf 4,5 eiagestellt uatfd^ 
Reaktioa bei 20 bis 2 5 °C iakubiert. la latervallea^voa 
24 h wurdea 0,6 ml Athyleaimia zugegebea uad der pH-Wert 
eraeut auf 4,5 eiagestellt. Nach 96 h wurde - die^suag xa 
10 Volumina Aceton von -10°C gegossea. Das eatsteheade 01 
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wurde gesammelt, mit Ather gewaschen und in ungefahr 
50 ml Nasser in einem Kolben gelost. 

Die entstehende Losung wurde mit 1n Natriumhydroxid ' -k 
auf einen pH-Wert von 7,0 bis 7,5 gebracfctTund .£^£0^vjg^ 
Natriumbicarboriat zugegeben. ; 'Dann ■■^^;f^^}J^^j^^^^ 
lang' Stickstbf- f durch die ^eaxe- 1 ^!^^^^^^^^^^, 
hydrosulf it zugegeb«u. Der Kolben . : yn^f0^^^^^M^^^ 
mad 45 mii 'Dei Raxratemperatur> v ^ 

'wurde danh 15 min mit ■ Sauerstof f ^<Bikm^^^i^i^^^0^^ 
hydroxid auf einen -pH-Vept. iron! Hl$4S^^j^^fe^^ttS^^ 
wurde 1 ir auf 75 C erhitzti Dann ^wurddSdas^^^ 
misch auf Raumtemperatur abgekiUiitv^^^^isSrt^^Sii^S 
methyl)-aminomethan zugegeben "iuiia^ai^c^i^l^^S^^^^^^^ 
saure, um den pH-Wert auf 7,5 ei^^^^r^S^I^S^I^fi 
entstehenden LSsung wui*len 1 000 r interite^^ 



. ......... 

Alkoholdehydrogenase tind 1 ml Acetaldeh^^g^c^axi^^ 



Die Abnahme der optischen Dichte des Beakt^onsgOTisc^ 
wurde bei 340 nm uberwacht und als keine weitere '.AlMikta . 
beobachtet wurde, wurde der pH-Wert wt^5l^i^^9^MWT^ 



Die Losung wurde in 10 Volumina AoetoxK_ , ^^3^^^8k^^?^^ 
Das entstehende 01 wurde abgetrennt und 



und anschlieBend in 10 bis 15 ml Wasseri 




Die entstehende Losung. wurde in eine^JJ, 
von SephadSc %"J0- der i^^acia^^ 
die mit Vi Wa6s^p^^p*ri.^ 
1 2 ; ml ' wur&en r ':ges 5 — 

optischen ^'lli^rp'tt^'^OTfB^eiSdftj 
bei einer derartigen Wellenlfinge'' warden* ^ 
bestimmt. AuBerdem wurde die o^tie^'-^icis^^^^^'^ : : ' 
fiir jede Fraiktion hach Reduktion mit Alkoholdehydrogenase 
bestimmt. Die Fraktionen, die e in opt isches Absorptions- 
maximum bei 275 nm besaBen und ein Verhaltriis der optischen 
Dichte bei 340 nm zu derjenigen "bei 265 nm vori mehr als 



■ * 
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0 05 wurden zusammengegeben. Die zusammengegebenen 
Substanzen wurden auf 15 bis 20 ml auf einem Rotations- 
verdampfer eingedampft und durch eine 2,5 x 28 cm-Saule 
mit Dowex 1-X8 der Bio-Rad Laboratories, Richmond, 
California, die mit Wasser aquilibriert war, gegeben. 
Es wurde weiteres Wasser zugegeben, urn die zusammenge- 
gebenen Substanzen durch die Saule zu waschen und. .. . . 

Fraktionen von 10 ml gesammelt. Die Fraktionen, die ein ^ 

Verhaltnis von optischer Dichte bei 340 xm-zaxCfptiacUr^^ 
Dichte bei 264 nm von mehr als 0,1 besafien, wurden 
zusammengegeben. - - : - -. '-'7pq^ m 

Die zusammengegebenen . Substanzen wurden durch eine. 5 x 45i.c*»- 
Saule mit Dowex 50-X2 der Bio-Rad Laboratories, Richmond, 
Kalifornien, die mit Wasser aquilibriert war, geleitet. 
Es wurde weiteres Wasser zugegeben und die zusammengegebenen 
Substanzen durch die Saule gewaschen und 20 ml Fraktionen 
gesammelt. Die Fraktionen mit einem Maximum der. optischen 
Absorption bei 264 nm und einem Verhaltnis der optischen.. 
Dichte "bei '340 nm zu derjenigen bei 265 nm von mehr 
als 0,18 wurden zusammengegeben. Die zusammengegebenen 
Substanzen wurden auf 4 bis 5 ml eingeengt und fplgender^ 
maBen durch El ektrophorese gereinigt: •- 

Die konzentrierten Substanzen wurden auf ein m^^^ - 
3MM-Papier der Reeve Angel, Clifton, J ew r ^^^^^|g}4 



1 bis 2 cm breiten Streif en senkrech%;^4?|S^p^^ 
des Stromes aufgebracht. Das Papier wur^^dwm;^^ • 



0,02m Natriumphosphat bei einem pH-Wert • yon. 6|0|$gh^elt.^ 
Die Elektrophorese wurde nach dem Verfahren.ypn^lJ^xwB : , r 
mit hangendem Papier (Science 12T, 829 (1955) ) :4 bis 7 n 
mit einem Potentialgradienten von ungefahr 8,5 V/cm durch- 
gefuhrt. Die Lage des gewiinschten Pyridinnucleotid- 
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derivats wurde bestimmt durch die Fluoreszens, die sich 
nach Bespriihen eines Teststreif ens des Papiers mit 0,5m 
Natriumcyanid entwickelte (J. Biol. Chem. 191/ 44? (1951) ). 
Der Bereich, der das gewiinschte Deri vat enthielt, 
wurde aus dem Papier ausgeschnitten und mit 3 x 50 ml 
Wasser extrahiert. Die entstehenden Auszuge, ; e^^ 
Nicotinamid-6-(2-aminoathyl amino )purindinucleotid 
wurden zusammengegeben, auf 3 bis 4 ml eingeengt'^d 
bei -20°C gfelagert* 



B e i s p i el 2 • ■ > <"v- 

Herfctellung vonNicotinamidadenindinucleotid- 
Biotin-Konjugat -> .;>'...;;;■ 

16 mg Biotin wurden in 1ml Wasser, enthaltend 22 mg :^r,;;^ 

Nicotinamid-6-(2-aminoathylamino)purindinucleotidV;' " : 

entsprechend Beispiel 1, suspendiert. Zur Erleichterung 
/des Biotins 

der Losung' wurden einige Tropfen 0,1n Natriumhydroxid ^ - 
zugegeben. Dann wurden 240 mg 1-0yclohe^!^l^3~(2-morpholino-- , 
athyl)-carbodiimid-metho-p-toluols\ilfGnat zu der ent- V^- 
stehenden Losung zugegeben und durch Zu tropfen .Von ^ : ^ 
0,1n Salzsaure in Losung gebracht. Das ReaktiohWgemisch 
wurde 5 h bei Raumtemperatur inkubiert und dann in V ; - 
10 ml Aceton, von -lO^^gejgossen. Das entstehende JJl wxii^e 



abgetrennt, 2 x mi 
2 ml Wasser gelost. Die 

durch Elektrophorese auf Papier , entsprechfen^^ 
gereinigt. Es erschienen zwei Fluoreszensb^^erl^ch*/ V^^ 
Bespriihen mit Natriumcyanid, Das exne wandert^ gegen 
die Kathode und das andere gegen die Anode* Das zuletzt 
genannte enthielt das NAD-BiotiniKoajugat und wurde 
mit Wasser eluiert und bei -20°C gelagert. 




\ 
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LrsteUung von Bioiin-Umbellif eron-KonJugat 
Lo-1H-thieno-(3,4-d-)-imdasolJvaleriansaureester 

Eine Losung «. 300 « (1,2 .] 
in 20 ml trockenem Mmetnylformamid "" ld "^^'^v 
unter trockenem Stickstoffgas gerunrt und 
(1 ,2 mJtoljtrockenes Iriathyla^ .usege^en. ^io^6 
™ xrisi destilliertem *^~*«-£< '^^^ 
in 5 ml trockenem iither) wurde zugctropft. *\ ■ ' 

^em Inkubieren unter Kihren wurde der e*tstenena, 

unter trooper ^T^ fc; 
fmrlert und sofort auf -10°C geklihlt und audem . 
marten Huckstand wu.de cine IS sung von W « 
(1,2 m«lVasserireiem 7-Hydroxy™n » 5 ^ , 
trockenem Pyridin zugegeben und 1 h bex -10 0 und . 
trockenem « „ ge ruhrt. Das Losungsmittel 

anschlieuend 20 h Dei ^ 8 lert . Hach 

wurde unter Hochvakuum be! 40 0 aDdestiiJ. 
iem KUhlen wurde der verbleibende ••■* rto «f^"* 
^ aus Methanol umkristallisiert. «an erhxelt das 
gewiinschte Produkt. Fp. 216 bis 218 0. , 



i el 




Analyse: 

Berechnet fur C^go 8 ^ 8 
Gefundeii: 
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BindunEG-Biolvunineszens-Bestiirununcsvorf ahren 
fur Konkurrenz-Biotin; Wirkung verschiedener Gehalte an Bioti 

auf die JJpitzenlichtintensitat . 

Das Biolumineszens-Reaktionssystem dieses Beispiels 
beruhte auf folgenden Gleichungen: 



(a) MAlMdgand + Athanol de g£gg^ s ^ 
NADH-Ligand + Acetaldehyd 

© NADH- 



dehydrogenase 4 



(b) NADH-Ligand + FMN* + H' 

NAD-Ligand + EMNHg 

(c) FMNH 2 + langkettiger Aldehyd + 0^ Lucif e ^^-r^ ^:i;; : C.;^ 

FMN + langkettige Saure + H 2 0 + hV 



* Flavinmononucleotid - : : ' 

A. Herstellung einer Licht erzeugenden Losung 

Eine licht erzeugende Losung zur Durchfuhrtunig der 



Reaktionen (b) und (c) wurde f olgendermaBen herge- 
stellt. Ein Reagensgemisch wurde hergestellt,ent- 
haltend 0,13 m Phosphatpuf f er, pH 7,0, 0,67 Gew.-% 
Binders erumalbumin, I5,7yum i'lavinmononucleotid *" 
(FMN), enthaltend^l3 f 3 nun Natriimacetat ^iand; Mfesi^ * , 
Gemisch in der Dunkelheit bei -20°C _ au^ew^ 
Eine Bnulsion von 5 y ul Dodecanal in 5/Ul Wasser'^ 
an dem Tag hergestellt, an dem die lichtentwickelndLe;;; V ; 
Losung angewandt werden sollte. Lyophilisierte LucTf erase, 
extrahiert aus Photobacterium fisheri (Worthington 
Biochemical Corp., Freehold, New Jersey) wurde zu 
0,013 m. Phosphatpuf fer, pH 7,3, bis zu einer Konzentration 
von 20 mg/ml zugegeben. Nach 30 min wurde die entstehende 
Susp nsion mit 1500 g 10 min zentrifugiert und die 
Perle verworfen. Die lichtentwickelnde Losung wurd 
dann 5 min vor Anwendung hergestellt durch Zusammengeben 
von 75 /£L des Reagensgemisches, 5/Ul Dodecanal- 
emulsion und 20 /Ul l!ucif eraselosung. 
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„ w i i r.h R emachtejn Fi nflunfgapartner 



B. HprstellunK von 

Avidin, das eine Bindungsaf f initat gegeniiber Biotin 
besitzt, wurde unloslich gemacht, indem es folgender- 
maBen kovalent an wasserunlosliche Polymerperlen . ; . ^ 
gebunden wurde. Eine Menge Sepharose 4B (Pharmacxa^,^ • ; ; 
Uppsala, Schweden) wurde aktiviert zur Bi ^^gHm 
Avidin nach dem Verfahren von March et al, f^^j^^ 

Biochemistry 60, 149 ^^r'^fe^ffiSig^ 
vierten Sepharose 4B wurden in 8 b1 0,1. Cxtrat-pp^j 
suffer P H 7,0, suspendiert. Zu der Suspensx^-wur^ .g^^ 
ffgA^Jmit einer Aktivitat von 9 , 9 .inhel^e^^ 
in \ ml Vasser zugegeben. Eine Einheit Avxdxna^x^^ 
2t di. Kenge an Avidin, die imstande ist^/UgJ^n ; , 
zu binden. Das entstehende Reaktionsgemxsch wurde 6 h 

bei 7°C geriihrt. Die Sepharose «, an die das Avxdxn- 

gulden war, word. filtri«rt, mit 100 ml 0,1 . Natrxum- 
bicarbonat-Puffer, P H 9,0, gewaschen und erneut xn 
240 ml 0,1 m Tris-ChydroxymethyDaminomethanhydro- 
chlorid-Puffer, pH 8,0, suspendiert. 

C. Vft-r fileicb sversuche 

Es wurden neun spesifische BindunBsreaktimsgeai^he _ • 
hergestellt J^. mit eine* 8— -*"VSS>^®^.^;. 
und Jewells enthaltend 0,1 m ^(^^^^"pg, 
a.anomethanhydrochlorid-^ter, >M^9&gm^f& 
0 01 m Seiidcarbasidnydrochlorid und Jewells die xn. " 
Tabelle I an B egebenen Mengen bsw. 

NAB, NAD-Blotin-Konjusat, Suspension von an Sepharose 
TUundene. Avidin (entsprechend Toil B dieses Beispiels). 
und Sepharose-4B-Suspension (hergestellt durch fauspen- 

dieren von 1 ml (packed) Sepharose U in 60 ml 0,1 m 
Tris-ChydroxyathyDaminomethanhydroohlorid-Purfer, 

pH 8,0). Me ReaMionsgemische wurden 15 mm bei. 
Bauliperatur leicht geschiittelt. Lann wurden 0,22 inter- 
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nationale Einheiten Alkoholdehydrogenase zu jedem 
Reaktionsgemisch gegeben, um die Reaktionsreduktion ein- 
zuleiten. Das Senicarbazid verband sich mit den in ! 
Reaktion (a) gebildeten Acetaldehyd unter Bildung/ 
eines iiemicarbazons, wodurch die Heaktion (a) in- te&S?**^- 
gewunschte Richtung gefiihrt wurde. ; 

Die Reaktionsgemische wurd'en erneut 15 min bei Ra\itOTp^i- • 
tur geschiittelt. Kyil der uberstehenden Flussigkeit 
jedes Reaktionsgemiscb.es wurden dann in eine getre^t?e'" , ''^ ,; "--^-- 
Kiiyette injiziert, die in einem DuPont Model! 76Q;i&q^y" 
luminescence Photometer (E.I. duPont de Nemours » Willming- 
ton, Delaware) befestigt war und lOO^ul der vorher " 
hergesteilten lichterzeugenden Losung enthieltjdie 
vorher 2 bis 3 min bei 25°C inkubiert worden war. Man/ 
' erhielt die in Tabelle I angegebenen Ergebnisse. 



TABELLE I: 
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Die Ergebnisse der Vergleichsreaktionen 1 und 9 zeigen, 
daB in Abwesenheit von NAD und dem NAD-Biotin-Konjugat 
nur sehr wenig Licht erzeugt wurde. Die Reaktionen ; 
2 und 3 fuhrten zu Ergebnissen, die zeigen, daB die . ..' 
lichterzeugehde Reaktion eintrat, wenn freies NAD 
zugegeben wurde und daB eine derartige^Reaktio^lj^ 
wesentlichen nicht beeinf luiit wurde dMrcH.^^pj^^^^^^ 
sein von an Sepharose 4B gebundenem AvidihV | Di^" "•^5^^^^ 
nisse der Reaktionen 4, 5 und 6 zeigenj daB das:N^^b|^^| 



Konjugat in der lichterzeugenden ReaktionVaktiV^^^^^^ 



an Sepharose 4B gebundenem Avidin die Lichter^u^^|||f|^ 
hemmte. Ein Vergleich der Ergebnisse der Rea^ib^^^^^^^ 
5 und 5 mit denjenigen der Reaktionen 7 "und 
daB die lichterzeugende Reaktion durch das V(^and^g : /;: 
sein von purer Sepharose nicht beeinf luiit ^urde^g -. 

D. Bestimmn n paverfahren 'r :V 

Es wurden fiinf weitere spezifische Bindungsre*kt?iJ^ A 
mische hergestellt jeweils mit einem Volumen yon Of^I'ml 
und jeweils enthaltend 0,1 m Tris-(hydroxymethyl)-V- • 
aminomethanhydrochlorid-Puffer, pH 8,q^0,6j|A^^: 



0,01 m Semiclrbazid und deweils^e|itt|^b^^^^^^g||J 
gebenen Mengen bzw. Konzentrationen ;a a^^^g^^g^g|^ 
Konjugat, freiem Biotin und an ^ph^segfjp^^l^g^ 
Avidin in Suspension. Jedes Heaktionsgemisc.h|^^ 
auf die gleiche Weise behandelt wie : die m^fp^^- -V* 
reaktionsgemische in Tell C dieses Beispiels.. Die 
Ergebnisse sind in Tabelle II angegeben. 

TABELLE II: 
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Lie Ergebnisse der Reaktionen 11, 12 und 13 zeigen, 
dafl freies Biotin und das NAD-Biotin-Konjugat wirk- 
sam um die bindenden Stellen des unloslich gemachten 
Avidins in Konkurrenz treten, da die Spitzenlicht- 
intensitat abhangt von der Menge an freiem vorhandenen 
Biotin. Die Reaktionen 1p und 14 fiihrten zu Ergeb-; \ 
nissen, die zeigen, daii in Abwesenheit von unloslich 
gemachtem Avidin die Spitzenlichtintensitat * f ur stark 
unterschiedliche Konzentrationen an freiem Biotin 
konstant ist. 

Es konnte so in c^sem Beispiel gezeigt werdexi, \daJ3 
'die in der fliissigen Phase vorhandene Menge ari HADhc 
Biotin-Konjugat umgekehrt proportional ist cler Menge 
an vorhandenem freien Biotin und das erf indungsgemafle 
Verfahren und llittel daher geeignet sind zur Bestimmiing 
'Vines Liganden in einer unbekannten i?lussigkeits- ; ? 
probe. . ; 

B e i s p i e 1 5 . ; 



Spezifische Bindungsbestimmung fiir Avidin und Biotin/ 
unter Vervendung eines Enzymsubstrats als Markierungs- 
substanz 



Die in diesem Beispiel angewandten spezifisa^aBamungs- 
systeme beruhten auf der f olgenden Heaktion^^^^ing 
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HN NH 
I 



°^\^°-C-(CH 2 ) 4 , 




0 | 



E st erase 
H 2 0, pH 6,6* 



B iotin-Ihtbelliferon -Konjugat 




^ + Biotin 



(max. F luores&ens bei 448 nm) • . - ^ ^Xt:r^^^ 

A. Herstell^^^on'^imioslich gemachtem Bindu ngrste^^eir^ 

Avidin wurde unloslich gemacht , indem. es kovalent an 

wasserunlosliche Polyroerperlen gebunden wurde entsprechend 

Teil B von Beispiel 4 mit der Ausnahme, daii nack dem ■•■ ^ ; 

Waschen mit 100 ml 0,1 m Natriumbicarbonat-Puf f er t 

pH 9,0, die das Avidin gebunden enthaltene Sepharose. 4B 

in 12 ml 0,1 m Tris-(hydroxymethyl)aminomethan- 

hydrochlorid-Puffer, pH 8,0, suspendiert und 

1:1 mit 0,1 m Bis- hydroxyathylglycinhydroclilorid-Puffer, 

pH 7,0, verdiinnt wurde . 

B. KonkurreBz,-Bindungsbestimraung von Biotin ^^ V±a^0g ^ \ 
verschiedener Biotingehalte auf dio^ X^r^ 
Uinbelliferonmenge • . * • ;v ^: y vMm^r : v.- 



Es wurden acht spezifische BiMxmgsrealrtioiisg^sQhe ■ _ 

hergestellt, jeweils mit einem Gesamtvoltuaen yon 

0,2 ml und jeweils enthaltend 0,1 m Bis-bydroxyathyl- 

glycinhydrochlorid-Puffer, pH 7,0, 0,3/um Biotin- 

Umbelliferon-Konjugat (entsprechend Beispiel 3)» 

I5yul der das Avidin gebunden enthaltenen Sepharose 4B- 
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Suspension entspr chend Teil A dieses Beispiels 
und Bio tin in den in Tabelle III angegebenen Konzen- . 
trationen. Die Reaktionsgemische wurden ointer leichtrem 
Schiitteln 20 min bei Raumtemperatur inkubiert. Jedes 
Reaktionsgemisch wurde zentrifugiert und IWyUl"^^^*!.' 1 ; 
iiberstehenden tfliissigkeit mit 2 ml 0,1 m Bi^hydi^j^; 
athylglycinhydrochlorid-Puffer, pH 8,2, cmthaltend- 1 ^; 1 :; 
1,08 Einheiten Schweineesterase, zusajnmeng$Beben; r^y^\ 
Nach 5 min langem Tnkubieren bei Raumtemperatiw 
wurde die Intensitat der Fluoreszens in^ed/em S 
gemisch bei 448 nm mit einer Anregung von, '364 * : nm 
mit Hilfe eines Amico-Bovraan-Spektrophfctofiu^ 
gemessen. Die Ergebnisse sind in Tabelle III ange£ehen» 



:.-v,.;v:*i5Ei& 



TABELLE 



III 



Keaktiona- 
gemisch 



Biotin-Kon- 
zentration 
(/urn) 



Jfluoreszens- 
intensitat 



1 

2 

3 
4 

5 
6 

7 
8 



0,00 
0,10 
0,20 
0,30 
0,40 
0,50 

0,75 

1,00 



0,355 'A'-r* 

0,495 -<-^: 

0,469 - f - ; 

0,503 V " 
0,547- v.. 

^i^r.;;:^ 




Es konnte so in diesem- Beispiel gezeigt werdeh'^ : ;daB' 'die ' 

in der fliissigen Phase vorhandene NAD-Biotin-Menge di'rekt 

proportional war der Nenge an vorhandenem freien 

Biotin und damit das Bestiramungsverf ahren und die 

Mittel geeignet sind zur Bestimmung eines Liganden 

in einer unb kannten fliissigen Probe. 
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TfLKOIAMMI I 

I'ROTItCTPlTWn 



1A-47 862 



P ATEMTAMSPRtfCHE 



Heterogenes spezifisches Binduncsverfalirexi 
Bestimmung eines Liganden in einem. f lussig^ Med|^ 
wobei man ....... ; . ^ 

(a) das fliissige Medium mit Mitteln ^ (Reagent iexi)-izU6jaffl-r ^ 
menbringt, die einen markierten Bestandteil enthalteny 
umfassend ein Konjugat aus einer Markierungssubstanz ■■> 
und einer bindenden Komponente, das mit dem Liganden. / 
ein Bindungsreaktionssystem bildet und eine gebund^ne; 
Phase ergibt, in der der markierte Bestandteil in ge- > 
bundenem Zustand enthalten ist und eine ...X,reii,.^^g3\;ixi fc . 
der der markierte Bestandteil in freier Form auftritt,: 
wobei die Menge der Markierungssubstanz in der gebundenen 
Phase eine i\inktion ist/5er Menge des in dem f lussigen 
Medium vorhandenen Liganden; 

(b) die gebundene Phase von der freien Phase trennt und 



(c) die Menge der Markierungssubstanz :^ 




vorher bestimmten Nachweisreaktiojissys.tem^Hei 
fahigkeit besitzt und /y? 



Xc$ miller gebundenen ^^f"' 



freien Phase das Nachweisreaktionssystem. bildet lind 
die Reaktionsfahigkeit bei der Nachweisreaktion als 
Mafi fur die Menge der in der jeweiligen Phase vorhan- 
denen Markierungssubstanz heranzieht. 
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(2) Verfahren nach Anspruch 1, dadurch g e k e n n - 
zeichnet , daii die zuerst genannte Markierungs- 
substanz ein Reagens in einer enzymatischen Reaktfoii • <r 

ist. ' Wr^' ; 'i-L:- ■ 



— J — —1- ■* ->-. - 



(3) Verfahren nach Anspruch i' oder 2, dadurch;: 
gekennzeichnet ; • daB die Markiert^Sr ; 
substanz ein Coenzym oder eine aktivB^Moaifika^pn.lte^|/ 

ist. • ■• . - • ^^M^ ! Wy^|^}f > 

(4) Verfahren nach Anspruch :• 1 bis 4 ^^^aali^c'hl^^B^^^. 
kennzeichnet , daB die^Iarkieru^^iwbsSaliz. 
ein Nucleotid-Coenzym oder eine aJttive Modifika^ctn davon 

ist. • — • - 

(5) Verfahren nach Anspruch 1 -\)±j-&j\\6ititofc&i.ff&*f&^ 
kennzeichnet , daB die Maxkierungsflubstenz 
ein Adeno sinpho sphat , Nic o tinamidadenindinucleotid":; • > 
oder eine reduzierte Form davon oder Nicotin-V v..'- 
amidadenindinucleotidphosphat oder eine reduzierte- 
Form oder.aktive Modifikation davon ist. 



• iiii- 



ie) Verfahren nach Anspruch 1 bis 5i ; :< i^^^ i t^^^ i 
kennzeichnet , daB die Markieruiigssub&t*B»z 
Kicotinamidadenindinucleotid oder eine- r^ua.i«^j^4;;'. 
Form- davori~oder aktiVe HodJLttka*ibn ^^J^^^^^J\; 

(7) Verfahren nach Anspruch - ^v^dffdur|^^^^^^^f 
kennzeichnet , : -daB ^ die^;l|a_rki^^^^?toz • 
ein Reacens in einem licaterzeugenden Reiaktiib^l^t'en-'v 
ist. 



(8) Verfahren nach Anspruch 7, dadurch ge- 
kennzeichnet , daB die I-larkierungssubstanz 

Luminol, Isoluminol oder eine Modifikat ion davon ist. 

aktlve 
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_ 9 _ 

(9) Verfahren nach Anspruch 1, dadurch g e k e n n - 
zeichnet , daii die Markierungssubstanz ein 
Reagens in einem Reaktionssystem ist, bei dent ein 
Produkt entsteht, das Fluoreszenseigenschaf ten besitzt , 
die es von dem Jvonjugat unterscheiden. ••• - 

(10) Verfahren nach Anspruch 9, dadurch . * e^n^^iV 
zeichnet , daB die Markiexungssubst^^v ^ : : - & r 
Umbelliferon oder eine ^odif ikation ein:^riya.t? 
davon ist bder Fluorescein oder eine^Qdif ika^^^pd*ir 

ein Deri vat davon ist. ;I . 

(11) Verfahren nach Anspruch 1 bis 10, dadurch ^•V';^ 
gekennzeichnet , daB die Markierungs- 
substanz ein Molekulargewicht von weniger als ^; 000, > 
vorzugsweise weniger als 5 000 besitzt. ■ . , ; 



(12) Verfahren nach Anspruch 1 bis 11, dadurch - 

g e k e n n z e i c h, n e t , daB man die BeaJttions- 
fahigkeit in der gebundenen oder freien Phase dadurch :; 
bestimmt, daB man die jeweilige Phase mit^min^steaa : 
einer Substanz zusammenbringt , die zusammen.^%f4er 
Markierungssubstanz das vorher bestimmte Nachweis- 
reaktions system ergibt, die ilenge der in der ; s||a3e : ^ 
vorhandenen Reaktionsfahigkeit miBt 

Eeaktionsf ahigkeit mifr -der3enlgen^TergXei^^ ^^p |g^^| 
dem gleichen Verfahren bei einem ''■i^sa^^^BSmAWAt^^ r 
erhalten wird ,. das bekannte Hengen des 
halt. 

(13) Verfahren nach Anspruch 12, dadurch g e k e n n - 
zeichnet , daB man die Eeaktionsf ahigkeit miBt . 
durch Bestimmung der Heaktionsgeschwindigkeit des vorher 
bestiminten Beaktionssystems. 
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(14) Verfahren nach 
gekennzeic 
Reaktionssystem eine 

(1.5) Verfahren nach 
zeichnet , 
Reaktion cyclisierte 
zuerst erwahnte Markierungssubstihz 

(16) Verfahren nach 
gekennzeic 
Reaktion eine exponentielle 

(17) Verfahren nach 
gekennzeic 



stimmte 
umfaiit. 



Reaktionssystem 




(18) Verfahren nach Anspruch 17, dadurcfc >g ^i^^^^^W 
kennzeichnet , daB das Charakteri6titaiw^ 
die Gesamtmenjfe e /die Spitz enintensi tat - :?.,<>;.._ ,^^ ; ^':x^r^^:^K 
des entstehenden Lichtes ist. * ; - ;>:; : r- 

(19) Verfahren nach Anspruch 1 bis 18, dadUTCh^l^ ,r L 
g e k e n tl^z e i c h n e t : 
Reaktionsrf ahigkeit xniBt 

schwindigkeit -der Anderung ::'ddv^X^s^tp!3S^ 
Oder der Gesamtanderung der '-Fiubrdsz&i^^ 

(20) Verfahren nach Anspruch 1 bis I9,'d£<i^^ 
gekennzeichnet , dafl man in Stizf e (a) . 'M 
den spezifisch bindenden Partner im wesentlichen gleich- ' £ 
zeitig mit dem fliissigen Medium und dem Konjugat '■■ * '•]$ 
unter Bildung eines Gemisches zusammenbringt. ; * 
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(21) Verfahren nach Anspruch 1 bis 20, dadurch 
gekennzeichnet , dafl man einen losli- 
chen spezifischen Bindungspartner in dem Gemisch ver- 
wendet und eine vorher bestimmte Zeit nach dem Zu- 
sammenbringen des Mediums mit dem Konjugat* und dem v 
bindenden Partner ein Mittel zusetzt, das den. 
bindenden Partner gegeniiber dem Gemisch unloslich . v.; 
macht» ■•"*-,>; :> ^^y-- 

(22) Verfahren nach Anspruch 1 bis 20, > dadurch^ 
gekennzeichnet , daB man eineri^^ez^ 
fischen Bindungspartner verwendet, der in dem .Gemisch^ " 
unloslich ist. t : -'■■}: 

(25) Verfahren nach Anspruch 1 bis 22, dadurchr : 
gekennzeichnet , daB man in Stufe (a)r 1 
das flussige Medium mit dem spezifischen Bindungs- ■< ' 
partner zusammenbringt und nach einer vorher bestimmten 
Zeit das Konjugat zu dem Gemisch zusetzt. . 




(24) Verfahren nach Anspruch 1 bis 25, dadurch 
gekennzeichnet , daB man in Stufe (a) 
ein nicht-spezifisch bindendes Mittel fur den Liganden 
im v/esentlichen gleichzeitig zu dem fliissigen Medium 
und dem Konjugat zusetzt und nach einer vorher be- » 
stiramten 
bindenden 




eine unlosliche Porm des Liganden oder eines^^Silbgen 
davon im v/esentlichen gleichzeitig mit dem' fliissigen 
Medium und dem Konjugat zusammenbringt. 
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(26) Verfahren nach Anspruch 21 bis 24, dadurch 
eekennzeichnet. , da3 man in Stufe (a) 
das flussige Medium und das Konjugat zusammenbringt 
und nach einer vorher bestimmten Zeit die unlosliche 
Form des Ligandea Oder Analogen des Liganden dazu . 

gibt. • »;::-■.'•..-. V., 

(27) Verfahren nach Anspruch 1 bis 26 , ' dadu^h • S £ 'SS^ : 
gekennzeichne.t , daB man ein Reagent- 

als Markierungssubstanz verwendet, dessen -Aktiyitat ^■J^i: ? 
beeinfluiit wird durch die Bindung des markierten T - v' ,J^ r 
Bestandteils des Reagenses in dem Bindungs- /; . ;. - : 
reaktidns system. 7.\ •. .. ■ 

(28) Verfahren nach Anspruch 1 bis 27, dadurch 
gekennzeichnet , da£ man ein Heagens 
verwendet, das eine unlosliche Form eines Kon^ugats, v 
umfassend die Markierungssubstanz, die an den spezifisch 
bindenden Partner des Liganden gebunden ist, umfaBt. 

(29) Verfahren nach Anspruch 1 bis 28, dadurch 
gekennzeichnet , daB der Ligand ein. 
Antigen oder ein Antikorper dazu, ein Hapten Oder Anti- 
korper dazu, ein Hormon, Vitamin, Metabolit, phanna- 
kologischeo Hittel oder Rezeptor dazu oder bindende , ' 
tiubstanz 1st. ..... . . . : 



OO; Verfahren nach Anspruch 1 ^iBr^i^ dMMM' " 
gekennzeichnet . daB das 
Medium eine biologische i'lussigkeit -isti 



(3D Hittel zur JDurchf iihrung des Verfahrena nach 
Anspruch 1 bis 30, enthaltend einen markierten Bestandteil 
der ein Konjugat aus einer Markierungssubstanz und 
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einer bindenden Komponente enthalt und imstande ist, 
mit dem Liganden ein Bindungsreaktionssystem zu 
bilden, das eine gebundene und freie Phase des markier- 
ten Bestandteils ergibt, dadurch g e k e n n - 
zeichnet , dafl die Markierungssubstanz 
Reaktionsf ahigkeit besitzt in einem vorbestimmten 
Eeaktionssystem zum Nachv/eis der Menge der Markierungs- 
substanz in der jeweiligen Phase. 

(32) Mitt el nach Anspruch 31, dadurch g e k e;ii n ^> 
zeichnet . , daS die Markierungssubstanz; iW^;^.,:^ 
llicotinamidadenindinucleotid, eine reduaiertd/^^A'r^:' 
von Nicotinamidadeni^dinucleotid oder eine aktive "* 
Modifikation davon ist und als eine die Nachweis- : 
reaktion bildende Substanz: 



V1: 



1 ■' 



(A) (a) Lactaldehyd und Alkoholdehydrogenase ; 

(b) a-Ketoglutarat, eine Substan^, die imstande ist* 
bei Beruhrixng mit dem flussigen Medium AflUnoniak 
freizusetzen und Glutaminsauredehydrogenase ; 

(c) Acetaldehyd und Alkoholdehydrogenase; :: ; ;^,; : ;-;,-. : > < 

(d) a-Ketoglutarat, eine Substanz, die imstande ist f . 
bei Beriihrung mit dem fliiesigen Medi^~£ohi^ 



dioxid freizusetzen und Isocitroneh 
genase ; 

(e) Dihydroxyacetonphosphat und a^Glfte 
dehydrogenase ; 

(f) Pyruvat und Milchsauredehydrogenase ; 




J 
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